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Potentiometrische und konduktometrische 
Titration im Vakuum. 
Von 
H. Kunst und H. Berkelbach van der Sprenkel. 
(Aus dem Laboratorium fiir Embryologie und Histologie der Reichs- 
Universitat Utrecht.) 
(Eingegangen am 9. November 1942.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


In den vorangehenden Mitteilungen! beschrieben wir die Methodik 
der potentiometrischen und konduktometrischen Titrationen in sehr 
verdiinnten Lésungen. Dabei war es notwendig, einen kraftigen 
N,-Strom ununterbrochen durch die Lésung zu leiten, um die Kohlen- 
siure zu vertreiben und fernzuhalten. Obgleich dazu der allerreinste No, 
der im Handel erhaltlich und noch von uns nachgereinigt worden war, 
angewendet wurde, haben wir uns dennoch die Frage vorgelegt, ob es 
nicht méglich ware, die Titrationen ohne Durchleiten von No, auszu- 
fiihren, um jeder Méglichkeit vorzubeugen, daB in diese auBerst leicht 
infizierten Lésungen doch noch Spuren von Verunreinigungen hinein- 
gelangen. Das passende Verfahren, die Lésungen von Kohlensiure 
zu befreien, schien uns die Anwendung eines Vakuums zu sein, doch 
war es uns schon bald klar, daB es unméglich war, jedes Durchleiten 
von Nz auszuschalten, da starke StéBe infolge eines deutlichen Siede- 
verzuges auftraten. Kraftiges Rithren konnte dieses Ubel nicht ge- 
niigend beseitigen, so daB wir gezwungen waren, zum Durchleiten 
eines N,-Stromes zuriickzukehren; infolge des herrschenden Druckes 
(+15 mm Hg) geniigte jedoch schon sehr wenig Gas, um die CO, 
vollig aus der Lésung zu entfernen. 


Methodik, 


Der Becher mit der zu untersuchenden Fliissigkeit wurde in ein 
zylindrisches G!asgefa8B mit einem ebengeschliffenen Rande und einem 
Absaugrohr in der Seitenwand gestellt. Der Deckel war eine eiserne 
Platte (5mm dick), genau flach gedreht, mit einer Anzahl] Durch- 
bohrungen, und abgeschirmt von einer leicht hohlgedrehten Ebonit- 
platte. In die fiir das Einbringen der Biiretten bestimmten (ffnungen 
waren kurze Réhren luftdicht eingeschraubt (nicht gelétet, siehe Abb. 1) 


1 H. Kunst u. H. Berkelbach van der Sprenkel, diese Zeitschr. 309, 77, 
315, 1941. 
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und dariiber Gummischlauche gestiilpt. Anfangs versuchten wir das 
Riihrproblem dadurch zu lésen, daB wir einen sehr kleinen Elektromotor 
in dem ZylindergeféB aufstellten, was aber zur augenblicklichen Ver- 
unreinigung des Untersuchungswassers durch Reaktionsprodukte fiihrte, 
die beim Funken des Motoren entstanden. Dann versuchten wir die 
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Abb. 1 Biirette fiir Titrationen im Vakuum. 


Fliissigkeit zu riihren mit Hilfe von Glaskiigelchen mit eisernen Kernen, 
die durch die Wirkung eines Elektromagneten, der auBerhalb des 
ZylindergefiBes aufgestellt worden war, hin und her geworfen wurden. 
Der Riihreffekt war jedoch viel zu gering, und diese Methode wirksamer 
zu machen, hatte einen unpraktisch groBen 

<3) s« Magneten erfordert. Dann versuchten wir das 
fs Ziel mit Hilfe eines Glasrithrers zu erreichen, 
der in einem mit Glycerin abgedichteten 
] Vakuumschlauch durch den Deckel gesteckt 
| und durch einen Elektromotor au8erhalb des 
i) GefaBes gedreht wurde. Um den Effekt zu ver- 
Abb. 2. Gaseinleitungsréhre. gréBern, waren unten am Riihrer zwei Ketten 
aus glisernen Gliedern angeschmolzen, doch 

blieb das Resultat ebenfalls ungeniigend. So waren wir doch gezwungen 
N, durchzuleiten; dies geschah mittels einer Glasréhre, die mit Hilfe eines 
Gummipfropfens in dem eisernen Deckel befestigt wurde. Diese anker- 
férmige Glasréhre (Abb. 2) hatte zwei auBerst feine Offnungen, deren 
Widerstande méglichst gleich waren, um die durch die beiden Offnungen 
emporsteigenden Gasstréme gleich kraftig zu gestalten. Ein Glas- 
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gefaB (20 Liter Inhalt) diente als Windkessel (Gasiiberdruck + 11/, em 
Hg), der Stickstoff wurde da hinein durch eine 15cm hohe Schicht 
konzentrierter Kalilaugelésung geleitet. Zwischen dem Windkessel 
und der Einleitungsréhre war ein Feinregelgashahn, der waihrend der 
ganzen Untersuchung fast geschlossen war. Aus Widerstandsbestim- 
mungen ging hervor, daB der Widerstand des Untersuchungswassers 


beim Vakuumsaugen (bis +- 15mm Hg), ohne N,-Durchleitung, erst 
ziemlich schnell ansteigt und dann nahezu gleich 

bleibt, sobald in der Lésung keine Gasblasen mehr 

gebildet werden; Durchleiten von N, erhdht je- d/ 


doch den Widerstand dann wieder bis zu einem rE 
weiter konstant bleibenden maximalen Wert. Hier- Tl 
aus haben wir abgeleitet, daB das Durchleiten | 
von Gas zur vollstandigen Entfernung der Kohlen- 
siure unumganglich sei. 

Durch Verdunsten der Fliissigkeit im Vakuum 
fallt die Temperatur betrachtlich, wobei das Tem- 
peraturgleichgewicht erst nach langerer Zeit er- 
reicht wird. Wir wollten bei niedriger, jedoch kon- 
stanter Temperatur die Bestimmungen ausfiihren 
(niedrige Temperatur, damit der Fliissigkeits- 
verlust durch Verdunsten so gering als méglich 
sei). Die Temperatur kontrollierten wir mit Hilfe 
eines Thermoelements und Galvanometers. Wenn 
die Temperatur bis zu einem auf der Galvanometer- 
schale festgestellten Punkt gefallen war, wurde 
sie auf diesem Punkte mit Hilfe eines von Akku- 
mulatoren gespeisten Heizungselements (Abb. 3), Abb. 3. Heizungskirper. 
das durch den eisernen Deckel in die Fliissigkeit 
gefiihrt war, konstant gehalten. Das Heizungselement bestand aus 
einer ziemlich starken, halb mit Paraffin6] gefiillten Glasréhre, in der 





ein spiralférmiger Heizungsdraht steckte. Um sicher zu sein, daB die 
Temperatur des Wassers, dessen Widerstand wir maBen, stets dieselbe 
war, fixierten wir die Létstelle des Thermoelements auf einen bestimmten 
Abstand von der Tauchelektrode. Um den Deckel nicht unnétig zu 
schwachen, hatten wir an die Philips-Tauchelektrode ein glasernes 
Seitenrohr, dessen Spitze nicht mehr als 6 mm von den Platinp'attchen 
entfernt war, angeschmolzen und die Drahte des Thermoelements 
durch den Schaft der Elektrode in diese Seitenréhre geleitet (Abb. 4). 

Die Wandung der Glaselektrode sollte einen Druckunterschied 
von fast 1 Atm. aushalten. Hierzu haben wir an ein Rohr von Thiiringer 
Glas eine Kugel von Corningglas angeschmolzen. Ein Teil der seitlichen 
Oberflache der Glaskugel war auBerst diinn und wurde nach innen 
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eingestiilpt, so daB die Konkavseite nach auBen gewendet war (Abb. 5). 
Dadurch wurde erreicht: 1. daB der verletzbare diinne Teil sicher auf- 
gehoben war und 2. daB diese diinne Stelle den Druck an ihrer Konvex- 
seite zu.tragen hatte; 3. wurde diese Stelle an der Seitenflache der 
Kugel gewahlt, damit keine Gasblasen steckenbleiben kénnten. Diese 
Elektrode hat in jeder Hinsicht den Anforderungen entsprochen. Die 
Kalomelelektrode konnte unverandert bleiben. Der Bau 
der Briicke machte uns die gréBten Schwierigkeiten, da 
mit vollstandig luftfreier KCl-Lésung gearbeitet werden 
muBte und vor allem auch weil das kleinste Luftblaschen, 
das neben dem Hahn steckenbleibt, zu einer groBen, den 
ganzen FuB der Briicke ausfiillenden Luftblase anwichst. 
Dadurch, daB wir die Briicke in einem mit luftfreier K Cl- 
Losung gefillten GefaB auBerst vorsichtig fiillten, ist es uns 
bisweilen gelungen, mit einer Fliissigkeitsbriicke py-Be- 
stimmungen im Vakuum auszufiihren. Die Betriebssicher- 
heit dieser Methode ist jedoch so gering, daB wir zu einer 
Agar-Briicke iibergingen; diese bestand aus 
einer zu einer Kapillare ausgezogenen, mit 
Agar gefiillten Glasréhre, die durch den 
Deckel gesteckt war und den Druckunter- 
schied von fast 1 Atm. an ihren beiden 
Enden sehr gut vertrug; die Kalomelelek- 
trode stand dabei auBerhalb des Vakuum.- 
gefaBes. 

Die eigentlichen MeBapparate (Elektro- 
meter und Philoscop) sind dieselben, wie in 
den vorigen Mitteilungen beschrieben. Nach 
zahllosen Versuchen waren wir schlieBlich 
zur abgebildeten Form der Biirette (Abb. 1) 
gekommen. Diese bestand aus einer !/,-mm- 
Abb. 4. Tauch- Abb. 5. Glas- Jena-Kapillare (der auBere Durchmesser soll 
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nie kleiner als 8mm genommen werden!), 
an zwei Seiten rechtwinklig umgebogen; das 








zenen Beit. , 4 “ . ay 
eine Bein war zu einer sehr feinen Spitze 


mit betrachtlicher Verengerung des Kapillarlumens ausgezogen. Im 
anderen Bein war ein Glashahn eingeschmolzen; auf die Qualitat 
dieses Hahnes kam es sehr an: er muBte einerseits einen Druckunter- 
schied von 1 Atm. ohne Lecken tragen kénnen und andererseits mit 
einer minimalen Fettmenge sich sehr geschmeidig bewegen. Dieses 
Bein steckte in einem QuecksilbergeféB H durch einen doppelt durch- 
bohrten Gummipfropfen, durch das andere Loch steckte eine Glas- 
rohre (Abb. 1). 
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Der Erfolg mit einer Biirette hangt nach unsrer Meinung von den 
folgenden Faktoren ab: 1. AuBerordentliche Sauberkeit des Lumens (wieder- 
holte Reinigung mit Chromschwefelséiure ist unentbehrlich), 2. Reinheit 
und Luftfreiheit des Quecksilbers (das Quecksilber wurde in seinem Be- 
halter H unter Erwarmen und im Vakuum entgast), 3. Qualitat des Hahnes, 
4. Form des unteren Endes der fein ausgezogenen Spitze (es darf namlich 
auch nicht fiir die kleinste Luftblase Gelegenheit sein, dort in einem Ri® 
oder hinter einem Rande haften zu bleiben). 

Das Fiillen der HCl-Biirette: Kurz vor dem Fiillen der Biirette 
wird eine kleine Menge HCl-Lésung in einem Vakuumexsikkator 
griindlich luftfrei gemacht. Mittels eines Gummiballons wird das 
Quecksilber aus dem GefaiB H (rechts auf Abb. 1) 
bis zur feinen Spitze der Biirette hinaufgepreBt, 
dann bringt man die Spitze vorsichtig in die luft- 
freie HCl-Lésung und Jat noch einige Tropfen 
Quecksilber aus der Biirette ausflieBen. Ohne die 
Spitze iiber das Niveau der HCl-Lésung zu bringen, 
kippt man die Biirette soweit hinteniiber, daB die 
Spitze hoher steht als das Quecksilberniveau im 
rechten ZylindergefaB H, das Quecksilber flieBt 
zurick und die Biirette fiillt sich von selbst mit 








- = . ‘ a Abb. 6. Zylindrische 
luftfreier HCl-Lésung. Sobald das Quecksilber bis  (jasgefise fir Fallung 
zum Teilstrich 0 gelangt ist, schlieBt man den Hahn ‘et KOH-Birette, wobei 

. zs ‘ a Beriihrung mit Luft aus- 
und hebt die Biirette aus der HCl-Lésung heraus. geschlossen ist. 


Dann wird die Biirette mit Hilfe eines Gummi- 


pfropfens an eine Woul/fsche Flasche angeschlossen, die Flasche evakuiert 
und genau kontrolliert, a) ob das Quecksi!berniveau seine Stelle nicht 
andert (also genaue Kontrolle auf die Abwesenheit von Gas in Queck- 
silberséule und -vorrat) und b) ob die HCl-Lésung keine Luftblasen 
aufweist, was zum Ausstrémen von HC! fiihren miiBte. Entspricht 
die Biirette beiden Anforderungen, so ist sie fiir den Gebrauch tauglich, 
sonst muB das Fiillen wiederholt werden. Ist eine HCI-Biirette einmal 
tadellos in Ordnung, so kann sie wochenlang verwendbar bleiben (im 
Gegensatz zur KOH-Biirette). 

Das Fiillen der KOH-Biirette geschieht hauptsachlich in gleicher 
Weise, nur muB jeder Berithrung der KOH-Lésung mit atmospharischer 
Luft sorgfaltig vorgebeugt werden. Dazu wird ein zylindrisches Glas- 
gefaB (Abb. 6, B), das mit einem durchbohrten Gummipfropfen ge- 
schlossen und in welches ein kleineres GlasgefaB (Abb. 6, A) gestellt 
ist, luftleer gemacht und dann mit einigen em Uberdruck mit reinem 
Ny gefiillt. Dann wird das Zylindergefa8 B an den Ballon! angehangt, 


1 Vgl. H. Kunst u. H. Berkelbach van der Sprenkel, diese Zeitschr. 309, 
77, 1941, und zwar Abb. 6. 
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indem man das AblaBrohr des Ballons durch den Gummipfropfen 
hindurchsteckt, und 10 cem KOH-Lésung aus dem Ballon ins innere 
GlasgefaB A strémen gelassen. Dann wird B vom Ballon abgenommen, 
das Loch im Gummipfropfen gesch!ossen und wieder evakuiert. Sobald 
sich keine Luftblasen mehr in der KOH-Lésung in A entwickeln, 
wird B mittels der Absaugréhre mit reinem Nog gefiillt. Dann wird die 
Spitze der KOH-Biirette durch den durchbohrten Gummipfropfen 
hindurch unter die Fliissigkeitsoberflache in A gebracht und die Biirette 
in ahnlicher Weise wie bei der HCl-Biirette beschrieben gefiillt und 
kontrolliert. 

Wird trotz wiederholtem Entgasen des Quecksilbers die Saule 
wahrend der Kontrolle durch eine Gasblase unterbrochen, so kann 
dies erfahrungsgema8B auf folgende Weise vermieden werden. Die 
noch leere Biirette wird mit der Woulffschen Flasche verbunden und 
mittels einer 7'-Réhre sowohl diese Flasche als der Raum im Zy- 
lindergefiB H iiber dem Quecksilber bei geédffnetem Glashahn 
evakuiert. Dadurch wird vorgebeugt, daB selbst die kleinste Gasblase, 
die spaiter die Quecksilberséule unterbrechen und so die Biirette un- 
verwendbar machen kénnte, unter dem Hahn gefangen bleibt. Ist das 
Vakuum erreicht, so wird durch SchlieBen eines Glashahns in der 
T-Réhre das Vakuum in der Woulffschen Flasche aufrechterhalten, 
aber das Vakuum iiber dem Quecksilber im GefaB H langsam beseitigt. 
Hierdurch wird bei noch offenem Biirettenhahn das Quecksilber lang- 
sam emporgedriickt und die Biirette mit Quecksilber bis zum linken 
Ende der Horizontalstrecke gefiillt — das Quecksilber weiterdringen 
lassen gelingt nicht, da die Quecksilbersiule dann abbricht. Bei der 
Kontrolle mit der Woulffschen Flasche fiel es uns auf, daB nie bei der 
HCl-Lésung, aber regelmaBig bei der KOH-Lésung der Tropfen, der 
an der Spitze der Biirette hangen geblieben war, fest wurde. Hier- 
durch wird man leicht irregefiihrt und meint, daB die KOH-Biirette 
fiir den Gebrauch tauglich sei, wahrend nur dadurch keine Blasen- 
bildung und Verschiebung des Hg-Niveaus stattfindet, weil die Biirette 
an der Spitze von Eis verstopft ist. Ein zweiter Unterschied zur 
HCl-Lésung war, daB die KOH-Biirette nie linger als 24 Stunden 
fiir den Gebrauch tauglich blieb, bei einer Kontrolle entstanden dann 
immer Gasblaschen in der KOH-Lésung. 

Die Biiretten wurden durch den Metalldeckel durch einen 71/. cm 
langen Gummischlauch eingebracht, von dem 11/,cm tiber die oben- 
beschriebene Metallréhre gestii!pt war (siehe Abb.1). Es stellte sich 
heraus, daB das Wasser, mit dem die Biirette abgespritzt worden war, 
geniigte, um die Biirette luftdicht in den Gummischlauch gleiten zu 
lassen. Trotzdem ist es méglich, das Schieben so geschmeidig auszu- 
fiihren, daB man die Biirette in die Fliissigkeit bringen oder sie aus 
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derselben emporheben kann, ohne das Vakuum zu beeinflussen. Ja, 
es ist selbst méglich, wahrend einer Bestimmung eine Biirette in dem 
Gummischlauch so weit emporzuheben, daB der Schlauch mit Hilfe 
eines Quetschhahns gleich unter der Biirette luftdicht abgeschlossen 
werden kann, so daB die Biirette entfernt werden kann, ohne das Vakuum 
zu beseitigen. In gleicher Weise kann eine frisch gefiillte Biirette ohne 
Unterbrechung einer Bestimmung eingebracht werden. 


Verlauf einer konduktometrischen Titration. 

Ein Becherglas mit nach der friiher angegebenen Vorschrift frisch 
destilliertem Wasser wird in den Untersuchungsvakuumzylinder (in dem 
ein Manometer steht) gestellt; dann wird der metallene Deckel, in 
dem die Tauchelektrode, der Heizkérper und die Gaseinleitungsréhre 
befestigt worden sind, auf das GefaiB gelegt. Darauf werden die auf 
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Abb. 7. Neutralisation von HC] durch KOH in Vakuum. 
Horizontal: Biirettenteile in cm. Vertikal: Jeder Teilstrich ist 1/, rezipr. M2. 


der Woulffschen Flasche gepriiften Biiretten durch die Gummischlauche 
hindurchgesteckt (Abb. 1), wobei die Spitze so weit wie méglich von 
der Fliissigkeitsoberflache entfernt bleibt; sodann wird das GefaB 
evakuiert (+ 16 mm Hg) und der N,-Strom mit dem Feinregelhahn 
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Abb. 8. Neutralisation von HCl durch KOH bei atmosphirischem Druck. 


sorgfaltig reguliert. Wahrend des Austreibens der Kohlensiure wird 
die Widerstandszunahme durch wiederholte Bestimmungen kontrolliert. 
Nach Entfernen der Hauptmenge der Kohlensaure ist die Temperatur 
des Untersuchungswassers erheblich gefallen und wird mit Hilfe des 
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Heizkérpers weiter konstant gehalten. Steigt der Widerstand nicht 
mehr, so wird eine der Biiretten vorsichtig in die Fliissigkeit getaucht, 
bis die Spitze einige mm unter die Oberflache reicht. Sofortiges 
Messen des Widerstandes verrat ein eventuelles Aussickern des Biiretten- 
inhalts; die Biirettenspitze muB so ausgezogen sein, daB man nichts von 
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Abb. 9. Neutralisation von KOH durch HCl im Vakuum, 


einer Diffusion spiiren darf (welche sich durch Abnahme des Wider- 
standes verraten wiirde). Wenn der Glashahn hohen Anforderungen 
entspricht, so ist selbst die erste Zugabe von HCl bzw. KOH genau 
dosierbar, Die Abb. 7 und 8 sind HCl — KOH-Titrationskurven, im 
Vakuum und zum Vergleich unmittelbar darauf unter identischen 
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Abb. 10. Neutralisation von KOH durch HCl bei atmosphirischem Druck. 


Umstanden bei atmospharischem Druck aufgenommen. Die Abb. 9 
und 10 sind KOH -> HClI-Titrationskurven im Vakuum und bei atmo- 
spharischem Druck. Hierbei sei bemerkt: a) Die Schragheit der HCI- 
bzw. KOH-Kurve im Vakuum und bei atmospharischem Druck ist 
praktisch identisch; b) die Biegung im horizontalen Teil rechts vom 
Minimum in der Titrationskurve bei der Neutralisation von KOH 
durch HCl (Abb. 9) ist im Vakuum scharfer ausgepragt als bei atmo- 
spharischem Druck (Abb. 10); c) bei der Neutralisation der HC] durch 
KOH kommt auch eine (weniger deutlich hervortretende) Biegung 
vor (Abb. 7), diese ist aber im Vakuum und bei atmospharischem Druck 
(Abb. 8) gleich stark und weniger ausgesprochen als die Biegung im 
ersten Falle. 


Aus den Resultaten diesbeziiglicher Versuche ergab sich, dab 
im Vakuum nie eine Spur von HCl- oder KOH-Absorption gefunden 
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wurde, diese trat jedoch bei atmospharischem Druck bei KOH aus- 
nahmslos und bei HCl in der Regel auf, wie auch schon in einer vorher- 
gehenden Arbeit! beschrieben. 


Zusammenfassung, 


Es wird eine Methodik angegeben, mit deren Hilfe es méglich ist, 
bei einem Druck von -- 16mm Hg, unter Einleiten einer minimalen 
Menge No, in auBerst verdiinnten Lésungen (wenige cmm einer n/100 
HCl- bzw. KOH-Lésung in 75 ccm reinem Wasser) potentiometrisch 
und konduktometrisch zu titrieren. Zwischen den im Vakuum und bei 
atmospharischem Druck aufgenommenen Kurven ergeben sich kleine, 
jedoch konstante Unterschiede. Eine Adsorption von KOH und HCl, 
wie sie bei atmospharischem Druck auftritt, konnte im Vakuum nicht 
nachgewiesen werden. 


1 H. Kunst u. H. Berkelbach van der Sprenkel, diese Zeitschr. 309, 315, 
1941, und zwar Abb. 4 und 5. 











Uber die hiimolytische Wirkung 
von Siiuren und -Basen. 
(Ein Beitrag zum lIonenbindungsvermégen der ZelleiweiBe. ) 
Von 
H. Albers, Fr. Endter, W. Kiinzel, W. Schuler, Th. Weiss 
und H. Westlinning. 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 
Danzig.) 
(Eingegangen am 29. Oktober 1942.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Der verwickelte Aufbau der Erythrocyten aus Membran und 
Inhaltssubstanz ]a8t eine einheitliche Erklarung der verschiedenen 
Arten der Hamolyse nicht zu. Die Membran besteht aus einem 
neuerdings elektronenoptisch nachgewiesenen! — mosaikartigen Eiweil. 
geriist, an das adsorptiv ein Lecithin-Cholesteringemisch gebunden ist2: 
jeder EinfluB, der diesen im Gleichgewicht? befindlichen Aufbau stort, 
fiihrt zum Austritt des Zellinhalts, des Haimoglobins, das seinerseits 
durch die zugebrachten Haemolytica, z. B. durch Sauren, chemisch 
verandert werden kann. — Die Kompliziertheit des hamolytischen 
Vorgangs bedingt es, daB jede Methodik zu seiner Untersuchung‘ 
bestimmte Teilvorginge unbeobachtet lassen mu8B, um iiber einen 
derselben ein méglichst klares Bild zu gewinnen. So kann man sich 
darauf beschranken, den tatsichlichen haimolytischen Vorgang, d. h. 
das Platzen der Membran und das Austreten des Blutfarbstoffs, allein 
zu beobachten, ohne zuniachst dessen Vorstadien, wie Quellungs- oder 
‘Schrumpfungsvorgange, zu beachten. Wahlt man die Versuchszeiten 
passend, so wird der Einflu8 eines Haemolyticums zwar als Summen- 
vorgang, also mit einer nicht zu vermeidenden Einseitigkeit gemessen, 


1 C. Wolpers, Naturw. 29, 416, 1941; Ruska, Deutsch. med. Wochenschr. 
67, 281, 1941; vgl. dazu Buehm, diese Zeitschr. 282, 32, 1935. — 
2 Pascucci, Hofmeisters Beitr. 8, 552, 1905; Meyer, ebenda 10, 553, 1907: 
Brinkman u. von Dam, diese Zeitschr. 108, 35, 1920; Bechhold, Die Kolloide 
in Biologie und Medizin. 1929; Lepeschkin, Amer. J. of Physiol. 90, 429, 
1929. — > Vgl. Hermann u. Rohner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 107, 
192, 1925; Hattori, diese Zeitschr. 119, 45, 1921. — 4 Vgl. H. Simmel, Resi- 
stenzbestimmung der Erythrocyten im Handb. d. allgem. Haématologie 21, 
509, 1933; Kinetische Studien zur Hamolyse: Arrhenius u. Madsen, Zeitschr. 
f. physik. Chem. 44, 762, 1903; Arrhenius, Immunochemie. 1907; O. Gros, 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 62, 1, 1910; E. Ponder, Proc. Roy. Soc. 
London (B) 110, 1, 1932. 
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aber man hat den Vorteil, gerade durch die Betrachtung nur des end- 
lichen Erfolges als eine? Summe vorangegangener Einzelreaktionen 
diese insbesondere dann zusammenfassend beschreiben zu k6nnen, 
wenn die verwendeten Haemolytica einfacher Natur sind und wenn 
die Versuchsanordnung durch einen einfachen Aufbau erlaubt, da’ 
die Effekte ungestért zur Wirkung kommen. 


Die Hamolyse durch die Ionen von Sauren und Basen wird zur 
Hauptsache an den EiweiB- und Lecithinbestandteilen der Membran 
angreifen. Zu ihrer ungestérten Geltendmachung ist es demnach 
empfehlenswert, mit isolierten Blutzellen zu arbeiten, um den EinfluB 
des Serums mit seiner regulierenden Wirkung auszuschalten. Auf diese 
Weise entsteht zwar ein im gewissen Sinne unphysiologisches Bild, 
denn durch die notwendige Waschung der Blutzellen kénnen Resistenz- 
veranderungen! eintreten. Sind diese aber reproduzierbar, so ist 
andererseits der Vorteil der Gewinnung eines ,,reineren“’ Systems 
unverkennbar. 


Methodik der quantitativen Resistenzbestimmung. 


Zur quantitativen Bestimmung des jeweiligen Himolysengrades bei 
der Einwirkung von Sauren und Basen wurde das Zeisssche Stufen- 
photometer? verwendet; die Untersuchungsf'iissigkeit wird stets nach 
2 Stunden von den unangegriffenen Erythrocyten durch Zentrifugieren 
abgetrennt und aus dem Absorptionskoeffizienten der klaren tiber- 
stehenden Lésung der Hamolysengrad errechnet. Auf die friiher haufig 
geiibte Bestimmung der Zeit fiir eine 100° ige Haimolyse als Ma8 der 
hamolysierenden Wirkung eines zugesetzten Agens wurde verzichtet, 
da bei langerer, iiber zweistiindiger Versuchsdauer auch ohne Fremd- 
stoffe eine bereits merkbare Hamolyse auftritt?, d.h. bei langerer 
Versuchsdauer wiirde ein héherer Hamolysewert verzeichnet werden, 
als er dem betreffenden einwirkenden EinfluB zukommt; auch ist der 
genaue Zeitpunkt der vollsténdigen Zellauflésung schwierig zu_be- 
stimmen. Nur strukturelle Verinderungen der Blutzellen (Quellung, 


Schrumpfung), die noch nicht zur Hamolyse fithren, bleiben — wie 
vorher erlautert — fiir die Beurteilung unberiicksichtigt. Die Zeit 


von 2 Stunden reicht aus, um neue Gleichgewichtseinstellungen zwischen 
Zellmembran und umgebender Lésung* im Gefolge der Fremdstoff.- 


1 Vgl. Snapper, diese Zeitschr. 48, 256, 266, 1912; Brinkman u. van Dam, 
ebenda 108, 35, 52, 61, 1920; H. Simmel, 1. ec. Bemerkt sei, daB das Auftreten 
der Resistenzveranderungen umstritten ist. — * Vgl. dazu Ponder, Proc. 
Roy. Soc. London (B) 110, 1, 1932. — * Brinkman, Folia haematol. 54, 59. 
— 4 Uber Ionenaustauschvorgange vgl. die Versuche von Haffner, Pfliigers 
Arch. 179, 140, 1920. 
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einwirkung vollstandig vor sich gehen zu lassen. Gerade darauf legten 
wir besonderen Wert; die Hamolyse sollte sozusagen ,,von innen heraus** 
erfolgen, nicht durch ,,grobe‘‘ Effekte, die auch in kiirzerer Zeit Haimo- 
lyse hervorzurufen vermégen. 

Das Blut wird in gleicher Verdiinnung mit verschiedenen Mengen 
des zu untersuchenden Stoffes versetzt. Die Mischung 1aB8t man 
2 Stunden stehen, danach wird von den nicht angegriffenen Blut- 
kérperchen abzentrifugiert! und der Rotwert des Zentrifugats mittels 
des Stufenphotometers festgestellt. Die daraus fiir den Hamolysen- 
grad errechneten Werte werden graphisch aufgetragen, aus der resul.- 
tierenden Kurve ist die Abhangigkeit des Himolysevorganges von der 
Konzentration des betreffenden Stoffes ersichtlich. 

Die Versuche werden mit Hammelblut durchgefiihrt. Es hat sich 
im Einklang mit alteren Erfahrungen ergeben, da eine Blutverdiinnung 
von 1: 100 am besten fiir die MeBanordnung geeignet ist. Der exaktere 
Weg wire derjenige der Verdiinnung auf gleiche Erythrocytenzah| 
gewesen, doch erweist die Reproduzierbarkeit der Versuche, daB das 
Blut der unter gleichen Bedingungen gehaltenen, gesunden und etwa 
gleich schweren Tiere eine weitgehend gleichmaBige Beschaffenheit hatte. 

Soll das Blut mit Serum untersucht werden, so wird es nach der 
sterilen Entnahme aus der gestauten Halsvene und nach der Defibri- 
nierung durch Schiitteln mit Glasperlen zunachst auf das Zehnfache 
des urspriinglichen Volumens mit Ringerlésung verdiinnt. Sollen 
isoliert nur die roten Blutzellen untersucht werden, wird das Serum 
herausgewaschen: Das Blut wird mit Ringerlésung verdiinnt und 
zentrifugiert!, die tiberstehende klare Lésung wird mit einer Pipette 
abgehoben; die Behandlung wird im ganzen viermal vorgenommen 
und zum Schlu8 verdiinnt man auf das dem urspriinglichen Blut- 
volumen entsprechende zehnfache Volumen mit Ringerlésung. Theo- 
retisch ist bei vierfachem Waschen noch etwas Serum vorhanden: ein 
Versuch zeigt jedoch, daB diese Serummenge keinen EinfluB auf die 
himolytische Wirksamkeit der untersuchten Stoffe mehr ausiibt2: 





Tabelle I. 
Molaritiit an HCl: — 2,0 1,75 1,5 Le -\-3.. 19°-° 
% Hamolyse bei Blut mit Serum ..... 100 72 30 1 0 
% = nach einmaligem Waschen 100 96 36 0 0 
% a »  zweimaligem ,, 100 100 49 5 0 
% + , dreimaligem _,, 100 100 57 8 0 
% 9» »  Viermaligem _,, 100 100 63 6 0 


' Benutzt wurde eine Zentrifuge mit 6000 Umdrehungen pro Minute, 
Dauer des Zentrifugierens 7 bis 8 Minuten. — * Zur Methodik der Ge- 
winnung dieser Ubersicht vgl. die nachsten Seiten. 
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Das Serum setzt also, wie bekannt, die hamolysierende Wirkung 
herab; im vorliegenden Falle tibt es offenbar zusatzlich eine Puffer- 
wirkung aus. 

Die vorbehandelte Blutzellenaufschlemmung wird im Eisschrank 
aufbewahrt, um eine Autolyse und bacterielle Infektionen médglichst 
auszuschalten. Soleche Aufschlammungen ohne Serum halten sich 
durchschnittlich 4 Tage, innerhalb derer nur eine geringe Spontan- 
hamolyse eintritt; der Rotwert bleibt bei der Messung innerhalb der 
Fehlergrenze. Der nachfo!gende Versuch zeigt, daB erst bei tiber vier- 
tigigem Stehen die Spontanhimolyse so hoch wird, daB die zu unter- 
suchende zusatzliche Hamolyse nicht mehr exakt zu erfassen ist: 


Alter der Aufsechlammung: 1 2 3 4 5 6 7 Tage 
Hamolyse ohne Zusaétze: 0,3 1,2 3,6 4,0 7,9 13,8 19,6 % 

Wie sich aus den Einzelversuchen die ,,Himolysenkurve* ergibt, sei 
am Beispiel der Salzsiure als Heemolyticum beschrieben: In vier kleine 
Erlenmeyer (50 cem) wird so viel Salzsaure gegeben, daB nach dem Auffiillen 
auf 20 cem 


im 1. Kélbehen eine n/10 Lésung 
ae e » n/l00 

eS 7 ,. n/lo00. ,, 

i * =e ,» n/10000,, 


an Salzsdure entstehen kann. Aufgefiillt wird mit Ringerlésung zu- 
nichst auf 18cem; daravf wird gleichzeitig in alle vier Kélbehen 2 ccm 
1: 10 verdiinnte Blutaufschlammung gegeben. Die zugegebenen Blutzellen 
liegen jetzt also in einer Verdiinnung von 1: 100 vor, und zwar in einer 
Lésung, die an HCI n/10, n/160, n/1000 und n/10600 ist: 


K6lbchen-Nr. ] 2 3 4 
i 2 eee 2eem(n) 2cem (n/10) 2cem (n/100) 2cem (n/1000) 
Ringerlésung.... 16¢eem 16 cem 16 cem 16 ccm 
Blutzellen (1:10) 2 ,, ee Fis ae 
Vorliegende Nor- 
malitaten an HCl n/10 n/100 n/1000 n/10000 


Die Kélbchen werden sofort nach der Blutzugabe in den Brutschrank 
gestellt, der auf 37°* eingestellt ist. In Abstanden von je einer Viertelstunde 
werden die Kélbchen umgeschwenkt. Nach 2 Stunden werden sie aus dem 
Brutschrank genommen. Es zeigt sich, daB das Blut in den Kolben 1, 2 
und 3 restlos hamolysiert ist. — Durch diesen Vorversuch ist festgestellt, 
daB die Konzentration, bei der nach 2 Stunden vollstandige Héimolyse 
eintritt, zwischen n/100 und n/1000 liegt. Zur Bestimmung der Himolyse- 
kurve werden nun zwischen n/100 und n/1000 HCl-Lésung 10 coder mehr 
Zwischenkonzentrationen gepriift. Nach 2 Stunden werden die mehr oder 


* Bei 37° liegt ein Resistenzmaximum. Die Hammelblutkérperchen 
sind gegen Temperatureinfliisse bei der Héimolyse wenig empfindlich. 
A. Jarisch, Pfliigers Arch. 182, 255, 1921. 
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weniger hamolysierten Lésungen gleichzeitig zentrifugiert und auf ihren 
Hamolysengrad mit dem Stufenphotometer untersucht. 

Das Maximum der Lichtabsorption des freigelegten Blutfarbstoffs ist 
mit dem Filter 857 (Absorptionsmaximum bei 572 my.) am empfindlichsten 
zu messen. 

Die Kurve der Abb. 1 zeigt, da®B fiir die Messungen das Beersche Gesetz 
absolute Giiltigkeit besitzt. Die Kurve ist auf folgende Weise gewonnen: 

2, 4, 6, 8,..., 20cem einer vollstandig 

ge 7 hamolysierten Probe werden auf je 
VA 20cem aufgefiillt. Die Lésungen 

‘ { kénnen also im iibertragenen Sinne 
J) als zu 10, 20, 30, 40, ..., 100% 
hamolysiert angesehen werden. Wird 

nun der Haémolysegrad in Prozenten 
gegen die Teilstrichzahlen des Stufen- 
photometers (Absorptionskoeffizient «) 
aufgetragen, so ergibt sich eine ge- 
+ ! rade Linie. Es besteht also eine 
/ direkte Proportionalitét zwischen 





= 
Ss 


Ss s 
§ iS 


Absorptionskoefizient 
8 


Hamolysengrad und Rotwert,  ge- 

messen als Absorptionskoeffizient «. 

Photometriert wird immer gegen 

0 20 40 60 80 70% einen Blindversuch ohne Haemo- 

lerrechneter) Hamolysengrad lyticum, dessen Blut dasselbe Alter 

Abb. 1. hat wie das zu den Hamolyseversuchen 

verwendete Blut. Der Blindversuch 

[2cem Blut (1:10 verdiinnt) + 18cem Ringerlésung] kommt mit den 

Hamolyseproben 2 Stunden in den Brutschrank und wird mit diesen ab- 
zentrifugiert. 

Der unbekannte Hamolysengrad H ist demnach in Prozenten aus- 

gedriickt: 


> 
Ss 











me 100 |, 
b oO 
(a = abgelesener Wert fiir Teilhaémolyse; 6 = abgelesener Wert fiir 100°, ige 


Hamolyse). 

Bei der Auftragung der Hamolysengrade H gegen die molare Kon- 
zen‘ration des Haemolyticums ergeben sich die ,,Hamolysekurven“. Aus 
ihnen wird entweder die fiir eine 100% ige Hamolyse eben ausreichende 
Konzentration oder — genauer — die fiir eine 50% ige Hadmolyse notwendig« 
Konzentration abgelesen. 

Kinem Einwand ist noch zu begegnen: Die Lésungen der folgenden 
Versuche enthalten eine 9:10 verdiinnte Ringerlésung, denn sie er- 
fahren durch die wasserige Auflésung des zugesetzten Haemolyticums 
eine entsprechende Verdiinnung, sie sind also schwach hypotonisch. 
Diese sehr schwache Hypotonie vermag jedoch innerhalb der zwei- 
stiindigen Versuchsdauer keine Himolyse hervorzurufen; es wiren 
Tage notwendig, um hier einen positiven Erfolg zu geben!. Anderer- 


' Vgl. die sinngemé8 gleichen Ergebnisse von Héber, diese Zeitschr. 
24, 209, 1908. 
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seits ist jedoch die Empfindlichkeit der Erythrocyten in hypotonischen 
Lésungen gegeniiber Zusdtzen ‘bekanntlich gesteigert, so da zu er- 
warten war, daB in der gewahlten Versuchsanordnung die Wirkungen 
besonders deutlich wiirden. 


Reproduzierbarkeit der Versuche. 
1. Abhangigkeit der Ergebnisse vom Alter der Blutzellen. 


Der nachfolgende Versuch zeigt die Untersuchung einer Anilin- 
jésung! mit 1 bis 6 Tage altem Blut. Daraus ist zu ersehen, daB die 
Werte vom 1. bis zum 4. Tage als konstant anzusehen sind, wahrend 
am 5. und 6. Tage eine merkbare Abweichung auftritt (Tabelle II, 
Abb. 2). 

Tabelle II. 





Alter der % Hiamolyse bei einer Anilinkonzentration von 











. =O: |. | | eee cere peeeerieaay Miacmaieaia Wianalnaal Waeiciiel ne 
eee 9 8 7 6 5 4 3 2-107? mol. 
1.Tag....| 1 | 400 | 100; %/| 9/ 0 | 0 | 0 0 
eee 2 100 | 100 87 11 2 0 0 0 
A 8 | 100| 6] 4; 2] 0 | O | 0 0 
a 4 100 100 44 | 1 0 0 0 0 
Bi kgs 5 100 100 100 | 37 3 0 0 0 
ig 6 | 100 100 100| 8 27 2 0 0 
Hd 7 M_) 
80 9 
® 
2” 
8 40 
20 
°F 8:10 * 
Anilin-Konzentration mol/L 
Abb, 2. 


2. Abhangigkeit der Ergebnisse 
bei Versuchen mit verschiedenen Blutlésungen. 

Versuche mit gleich altem, aber von verschiedenen Tieren ge- 
wonnenem Blut zeigen, daB zwar Abweichungen auftreten, wie sie bei 
jedem physiologischen Versuch zu erwarten sind, daB diese jedoch in 
solchen Grenzen liegen, daB eine Auswertung der Versuche grund- 
satzlich keine Schwierigkeiten bereitet (Tabelle III, Abb. 3), 

Die Reproduzierbarkeit der Versuche ist nach den obigen Ergeb- 
nissen fiir die geforderte Genauigkeit als ausreichend zu bezeichnen. 


1 Vgl. dazu die folgenden Seiten. 
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Tabelle ILI. 





% Hiimolyse bei einer Anilinkonzentration von 
Blutzellen i 


9 8 7 6 5 4 3-107? mol 
des 1. Vieres 100 100 75 9 0 0 0 
se Sees abe 100 100 35 2 0 0 
Pee, oer 100 100 100 23 a 0 0 
pb 4. + 100 100 100 32 af 0 0 
ee 100 100 76 1 0 0 0 
pf | | 
Abb. 3 

1. und 5, Tier: 

| "ae pmreier 

FE Rae 








By _| 
¥ 6 8°10 
Anilin-Konzentration mol/L 


Der Einflu8 von Siuren auf die Hiimolyse, 


Bei der Verwendung von Sauren und Basen als Haemolytica ist 
mit zwei Einfliissen zu rechnen: mit einem Neutralsalzeffekt, der durch 
die teilweise Neutralisation der zugebrachten Stoffe durch die Bestand- 
teile der Ringerlésung, des Verdiinnungsmittels, gegeben sein kann, 
und mit einer unspezifischen Hamolyse durch H’- oder OH’-Ionen! 


Die Angaben iiber die Resistenzgrenzen der roten Blutzellen gegeniiber 
H’-Ionen? sind unterschiedlich, bedingt durch unterschiedliche Salz- 
konzentrationen® und durch die Verschiedenheit der Bestimmungsart 
(Hamolyse unterhalb py 2,8 4 bis 5,1 ° und 6°). Die Resistenzgrenze gegen 
OH’-Ionen? diirfte um den py-Wert von 107 bis 10,5 8 liegen ®. Der Einfluss 
von Neutralsalzen wurde meist in hypotonischen Losungen untersucht; 
dabei ergab sich eine relativ hohe Empfindlichkeit der Blutzellen gegen 
geringe Konzentrationsinderungen der Salze. Diese zeigen einen spezifischen 
himolytischen Effekt, sie ordnen sich hinsichtlich ihrer Wirksamkeit nach 


1 Vgl. D. Alpern, Pfliigers Arch. 210, 442, 1925; Mond, ebenda 20s, 
574; 209, 499, 1925. — ? Saéuren bewirken ein Schwellen, Basen ein 
Schrumpfen der Blutzellen, vgl. Ege, diese Zeitschr. 130, 136, 1922. 

3 Vgl. Mond, |l.c. — 4 M. Bodansky, J. of biol. Chem. 79, 229, 1928. 
5 LT, Michaelis u. Takahashi, diese Zeitschr. 29, 447, 1910. — ® In iso- 
tonischer Lésung, vgl. 3. — 7 Vgl. Mond, Pfliigers Arch. 208, 584, 1925 
8 Ponder, Proc. Roy. Soc. London (B) 110, 1, 1932. ® Vielfach wurde 
eine Erhéhung der Resistenz gegen Haemolytica durch eine Vorbehandlung 
der Blutzellen im alkalischen Medium beobachtet. Vgl. H. Simmel (I. c.), 
Michaelis u. Takahashi, diese Zeitschr. 29, 439, 1910; Kozawa, ebenda 146, 
60, 1914; Jodlbauer u. Haffner, Pfliigers Arch. 179, 121, 1920; Haf,ner, 
ebenda 179, 144, 1920; R. Mond, ebenda 208, 574, 1925; Jacobs u. Parpat, 
Biol. Bull. 60, 95, 1931. 
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den bekannten Hofmeisterschen Reihen!, und zwar sind die Einfliisse der 
Kationen stairker hervortretend als die der Anionen. Diese weniger auf 
osmotische ? als vielmehr auf Vorgiange kolloider Art ® zuriickzuftihrenden 
Erscheinungen sind als Quellungen deutbar, sie stehen in Ubereinstimmung 
mit den Befunden tiber Neutralsalzwirkungen an anderen lebenden Zellen. 

Gegen hypertonische Lésungen von Neutralsalzen zeigen die Erythro- 
cyten eine wesentlich geringere Empfindlichkeit, zur Erzielung einer Himo- 
lyse sind Lésungen mit etwa dem vierfachen Betrag des osmotischen Druckes 
einer isotonischen Lésung erforderlich?, 

In unseren Versuchen versetzten wir die in isotonischer Ringer- 
lésung aufgeschliammten Erythrocyten mit den notwendigen Mengen 
von Sauren, deren hamolytische Wirkung in zweistiindiger Einwirkungs- 
dauer gemessen wurde. Die einwirkenden Lésungen sind also — wie 
vorher betont — sehr schwach hypotonisch. Die Versuche erweisen, 
daB die bereits zur Hamolyse fithrenden Séiurekonzentrationen derart 
gering sind, daB keinesfalls eine Anderung der Hypotonie (deren Richtung 
im tibrigen zur /sotonie hinfiihrte) fiir die auftretende Hamolyse ver- 
antwortlich gemacht werden kann5, sondern daB eine Wirkung der 
Saureionen vorliegt (Tabelle IV). DaB dabei nicht die Wasserstoffionen 
eine unspezifische Hamolyse hervorgerufen haben, ergibt sich aus den 
einer jeweils 50° igen Hamolyse zugehérigen verschiedenen py-Werten. 

Die Betrachtung der Hamolysekurven (Abb. 4a bis 4f) zeigt das 
erstaunliche Ergebnis, daB die gleiche Wirkung, ausgedriickt durch den 
Zustand der 50 %igen Hamolyse, von anndhernd dquivalenten Mengen der 
gepriiften Sduren hervorgerufen wird, daB also die Wirkung offenbar 
unspezifisch und unabhingig ist von deren Konstitution und von deren 
Sdurestarke (Spalte I und II der Tabelle IV). 

In Blutzellenaufschlammungen, die mit weniger als der fiir die 
Hamolyse® zureichenden Saéuremenge versetzt sind (d.i. 0,25 bis 
0,5 - 10-3 Aquivalente, vgl. Tabelle IV), stellt sich schlieBlich ein 
pu-Wert um 6,4* ein. Es ist also anzunehmen, daB die Sauren zunachst 
von den Blutzellen in einer Art NeutralisationsprozeB gebunden werden 7, 


1 Hober, diese Zeitschr. 14, 209, 1908; Beckmann, ebenda 135, 317, 
1925; Runnstrém, ebenda 123, 1, 1921. — 2 Hamburger, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 6, 319, 1890; vgl. Ege, diese Zeitschr. 1380, 99, 1922. — * Vgl. 
M. H. Fischer, Wasserbindung in Odemen 1, 1925; R. Mond, Proto- 
plasma 2, 126, 1927; Wo. Ostwald u. Rédiger, Kolloidzeitschr. 50, 65, 1930; 
Fr. Herrmann u. M. Rohner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 107, 192, 
1925. — 4 Takei, diese Zeitschr. 128, 104, 1921; Ege, 1l.c. — *° Siehe dazu 
auch die Ergebnisse von Mond, Pfliigers Arch. 208, 584, 1925. ® Nach 
2 Stunden. — * Entsprechend dem py-Wert der Ringerlésung. 7 Als 
eine vollstindige Saurebindung bei der unvollstindigen Hamolyse sind 
auch die Versuche von R. Mond, Pfliigers Arch. 208, 590, 1925, zu 
deuten. Eine Umrechnung der Versuche zeigt, da8 fiir die gepriiften Sauren, 
Salzsaure und Essigsaure, ebenfalls abzuleiten ist, daB Lésungen gleicher 

Biochemische Zeitschrift Band 314. 13 















oS A[OULB AL vIp u pos . 
"q1911Z08SIp OL Bajo NZ Zunso’yT 
“WINIZOSsIp %% CL BMJZO NZ Bunso'y OOOL/U UT ese 


(Colg UOA inquJedueysyonsiaA Jop [eq yoM-Hd winz uaqess0 O8 YoIs UOUUEY opesqossoquQ I8uIAH) ‘oSl = 7 “IporgzyepesuyH “UspinM yuaNpIIA Zunsoy] 
uapussNsIOAIBY IsA[OWRA 931% OE sJoUJa JRYTBULION oFTIeMmofl o1p jne (ce‘g Hd-ussigq) Bunsgwesury yw sip ‘ueIn"Yg UY UeT[EZyNIg auYyO UaSSEWIAD » 


fda}, “Nh Qnvijsy EIGL OLE “6t “4AYOsgeZ asvip ‘iysvynoyD TL nu YDuOY LI26L ‘GCt ‘267 “UOTY 





oe 


er-Ol- —9°9 (o9‘2G) °W || 
OOT | OOT 94 1 §& 0 0 Ue Ol* ST  ¢-OT* e900°O (oG*2g) ®yY ; 4 oAnessoqdsoyg 
»-O1* (og9) (ooze) ty | 
: UdINES 


1, W. Schuler, Th.Weiss u.H.Westlinnin 





oyostsuqieig 
a ~ ea'p (09%): *y | 
OOT OOT €8 1é G 0 CLT rOT (ac) : 'y . GIN BSUTS MA 
. sia ‘ yo'O (093)? *H Il ... amesred: 
OOT OOT OOT Ol G 0 oO¢g*¢ CLT (o€1) ity || Ines[eqyyd 
00T 26 G9 gl 0 | 0 6T G0 (oe) TY | ,g omnysuoreyy 
6¥1 tofe)* 
vs ‘ ¢l6 oOF : "MY ° 
> U «_ “Cc WINS IJo/ oS 
OOT OOT Oot ¢T t 0 eP s-OT SLT ¢-O1:  (ooo#) ty I AINES[IJOMIOS 
g 2 UdINES 
5 OTIS|SUQTOMT, 
A = 
nr O01 L tI | 0 | O | On'e ogT L‘Ql “+ oangsanddry 
001 Lg | 93} T | O || g9'e aT €L‘T 0G | *** xe OINESTISSGY 
= OOT tL CP jG 9 0 9T €°S * 08% oINES} UIZ0IpA H 
= OOT 98 LY FI 9 0 cc*T 88°F 06S | caNYRDIsso]Auoyd 
3 OOT OOT €9 9 0 0 rT 91N¥s9OZU9q OLY J, 
. oot Oot 9F G 0 0 Gs‘ 9T L°9 = 08 “"* ganygsoozuogd 
= OOT L9 9T G 0 || GG Us-OT FT e-OT- (00881) | “""*** OINBBZ[VS 
Fa : UIINES 
E. OYOSIsSvUquly 
< i 
= or-o's | siz | 8 | 13 | O% | st | ot | st | Ot | so | seo] g Hd | oeON) | 
E GOA aang WapuayZ Mute rep JEITBULION ould 19q assjowuH % ‘ 194 askjowRH amI%0¢ a WOINES 


iil II I 





‘AI 91199 BL. 











“Sam eS Oe 
Lésung zu etwa 70 ° 


aes 56 


** In 





u. Mever, 


Straub 


370 1913 


49, 


diese Zeitschr 


Takahashi, 


Rona u 


», 1921 


2, 255 


Pfliigers Arch. 192 


Jarisch, 







) 


Wochenschr. 1920, Nr. 15 


med 


Deutsch 


enda 


- Haber, 





Uber die haimolytische Wirkung von Saéuren und Basen. 195 


in dessen Folge dann durch eine Veranderung der stabilisierenden 
Wasserhiille der Proteine eine Stérung des Kolloidgleichgewichts 
zunachst wohl als eine Flockung! — und dann die Lyse einsetzt. 

Als siurebindender Anteil der Blutzellenaufbaustoffe kommen ins- 
besondere die EiweiBe der Plasmahaut und des diese mengenmiabig 
iiberwiegenden Hamoglobins in Frage. Von ihnen als schwachen Basen 
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bzw. Ampholyten sollte man jedoch erwarten, daB sie die starken Sauren 
ungleich besser binden als die schwachen, deren Salze hydrolytisch 
gespalten werden. Tatsichlich aber werden, ausgedriickt durch die 
zu einer 50% igen Hamolyse benétigten Saéuremengen, von gleichen 
Blutzellenmengen annahernd die gleiche Anzahl, naimlich durch- 
Normalitaét annihernd gleiche haimolytische Effekte hervorrufen. — Eine 
vollstandige Bindung der Mineralséiuren vor dem eigentlichen Hamolyse- 
prozeB wies auch Bodansky nach (J. of biol. Chem, 79, 229, 1928). Die 
GleichmaBigkeit der Bindung konnte er mit seiner Versuchsanordnung 
(schnelle Hamolyse) nicht nachweisen. 

1 M. van Herwerden (Arch. f. exper. Zellforsch. 1, 145, 1925) beobachtete 
eine Protoplasmaflockung in Leukocyten, S. Prat (Kolloidzeitschr. 40, 248, 
1926) eine solche in Alliumzellen unter der Einwirkung von Sauren. 
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schnittlich 1,6-10-3 Saureaiquivalente gebunden. Die Unabhiangig- 
keit dieser Menge vom Dissoziationsgrad der Sauren JéBt auf eine 
zusatzliche adsorptiv bedingte Bindung!, ihre Konstanz auf eine Be- 
tatigung chemischer Affinitaten schlieBen. Besonders auffallig werden 
die Verhaltnisse bei den mehrbasischen Sauren, deren zweite und 
dritte Dissoziationsstufen von den ersten um GréBenordnungen ver- 
schieden sind. Auch sie werden, und sogar besonders gleichmaBig, mit 
derselben Aquivalentmenge von den Blutzellen gebunden. 

Im selben Sinne auffallig ist die 








Wy od gleichmaBige Wirkung der Mineralsaduren 
80 ¥, und der schwacheren organischen Sauren. 

® . ee 
S00 / Jene sollen nach Arrhenius? das Hamo- 

Ss a . * . * . 

S yw Zz globin noch vor der Hamolyse in Hamatin 
/ oder Hamin tiberfiihren, dabei wird von 

20 / " 2 is ‘ 
Y | den Erythrocyten eine _ betrachtliche 

Te ROS 5 aan SSE Se . ¥ 


2 ¥ 60°  Sauremenge absorbiert; diese sollen um so 


0 2 
Konzentration mol/L i ‘ ' : = 

nee Vv besser hamolysierend wirken, je gréBer 

Abb. 5. SEPP : 

Phenol: ihre Lipoidléslichkeit®? und damit die 


Thiophenol: ~ - Permeabilitat der Blutzellen fiir sie ist‘. 

Von beiden Verschiedenheiten wird in 

unseren Versuchen nichts bemerkt. Das ist ein Grund mehr fiir die 

Berechtigung der Annahme, da die Sauren generell auf Grund einer 

stattgehabten und gleichartigen chemischen Bindung an die Zelleiweibe 
gewirkt haben. P 

Dabei hat es den Anschein, als ob fiir die Bindung der zweiten und 
der dritten sauren Gruppe im Molekiil, deren Saiurecharakter extrem 
schwach ist (vgi. die Dissoziationskonstanten der Tabelle IV), die 
primare Bindung der ersten, stark sauren und als dissoziiert anzu- 
nebmenden OH-Gruppe (1. Dissoziationsstufe) entscheidend ist, daB 
diese die schwacher sauren OH-Gruppen sozusagen in den bindenden 
Molekiilkomplex ,,einfiihrt‘‘, dem sie dann ebenfalls verhaftet werden. 
Verwendet man namlich die extrem schwachen Saéuren Phenol (K = 1,3 
- 10-10) und Thiophenol als Haemolyticum, so wird gegeniiber den 
starkeren Sauren etwa die 20fache Menge, namlich 3,4- 10-2 bzw. 
3,8- 10-2 Mol, zu einer 50% igen Hamolyse benétigt (Abb. 5). Beide 
Agentien haben offenbar auf Grund einer spezifischen, von der Bindung 
der anderen Sauren verschiedenen Reaktion gewirkt. 

' O. Gros (diese Zeitschr. 29, 350, 1910) konnte die adsorptiv bedingte 
Bindung von Basen an die Blutzellen wahrscheinlich machen. Vgl. das 
folgende Kapitel. — * Arrhenius, Medd. f. kong. Vetensk. Akad. Nobelinst. 
1, Nr. 10; 6, 16, 1908; Lepeschkin, ebenda 6, Nr. 11, 1908; Jacobs u. Parpart, 
Biol. Bull. 62, 63, 1932, referiert nach Protoplasma 19, 148, 1933. 


8 Vgl. die bekannten Arbeiten Overtons, Pfliigers Arch. 92, 115, 1902 u. f. 
4 Bodansky, J. of biol. Chem, 79, 241, 1928. 
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Zusammenfassend ist so aus den Ergebnissen mit Sauren zu 
schlieBen: Dem Hamolysevorgang geht eine Bindung der zugegebenen 
Saure voraus; zu ihrer Herbeifiihrung ist eine bestimmte Dissoziation 
der Saéure notwendig. Die Saurestarke -— ausgedriickt durch die 
Dissoziationskonstante — steht in keinem gesetzmaBigen Zusammen- 
hang mit der fiir einen 50 %'gen Hamolysengrad benétigten Siuremenge, 
vielmehr werden — mit Ausnahme der sehr schwachen Sauren wie 
Phenol — gleiche Aquivalente der ein- oder mehrwertigen Sauren zur 
Erzielung der gleichen Wirkung bendtigt. 

Daraus ergibt sich, daB fiir die unspezifische Bindung der Sauren 
an die EiweiBe der Blutzelle deren Anionen in erster Linie ausschlag- 
gebend sind!. Nun ist bekannt, daB Anionen giinstig in die Blutzelle 
einzudringen vermédgen2, wahrend Kationen die Plasmahaut nicht 
durchdringen, wenn sie nicht lipoidléslich oder oberflachenaktiv sind. 
Die Wirkung der Kationen beschrankt sich damit primar zunichst auf 
die Oberflache der Blutzelle, auf ihre Plasmahaut, wahrend die Anionen 
auch den Zellinhalt anzugreifen vermégen. Die Sauren werden daher 
mit dem GesamteiweiBkomplex der Blutzelle reagieren kénnen; die 
GesetzmaBigkeit ihres Wirkens wird so leicht verstandlich. 

Das gefundene Saurebindungsvermégen findet in Ergebnissen 
Christophers* eine Erganzung: Im Gegensatz zu Fiihner und Neubauer >, 
deren vielfach in die Literatur eingegangene Untersuchungen iiber die 
Saurehimolyse eine Abhangigkeit der Saurewirkung vom Dissoziations- 
grad beschreiben, findet auch er, daB die Wirkung der Saéuren auf 
einer Bindung durch die Blutzellen, nicht aber auf dem unterschied- 
lichen Dissoziationsgrad beruht und daf eine Zuriickdringung der 
Dissoziation durch Pufferungssysteme keine neuen Erscheinungen 
hervorruft. Die Gleichmafigkeit der Siurebindung vermochte er aller- 
dings mit seiner Versuchsanordnung nicht zu erfassen. 

Diese hat eine dufere Ahnlichkeit mit dem Verhalten der Permutite, 
in deren Kristallgitter das anwesende Natriumion ausgetauscht werden 
kann gegen die dquivalente Zahl anderer Ionen (z. B. durch 1/5 Caleium- 


' Selbstverstandlich werden dabei die Wasserstoffionen mit gebunden. 
Die Natriumsalze der niederen Fettséiuren sind hamolytisch wenig wirksam. 
A, Jarisch, Pfliigers Arch, 186, 308, 1920. — ? Vgl. R. Mond, |. c.; Pfliigers 
Arch. 206, 172, 1924. — * Vgl. die folgenden Kapitel iiber Hamolyse durch 
Basen. — ‘4 Christophers, Ind. J. med. Res. 17, 544, 1929. 5 Fiihner 
u. Neubauer, Arch, f. exper. Pathol. u. Pharm. 56, 333, 1907. Verwendet 
wurde eine Versuchsanordnung, die die (vollstaéndige) Hamolyse nach 
5 Minuten zu erreichen sucht. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen be - 
sonders dsutlich den Einflu8 der erst in einer langeren Zeit statthabenden 
Gleichgew chtseinstellungen, sie fiihren zu einer vergleichsweise gewalt- 
sameren, spontanen Blutzellenzerstérung. — Altere Versuche von Vande- 
velde, diese Zeitschr. 5, 358, 1907, weisen auf den ZeiteinfluB bei der Saure- 
hamolyse hin. 











198 H. Albers, Fr. Endter, W. Kiinzel, W. Schuler, Th.Weiss u.H.Westlinning : 


ion). Es erscheint nicht unméglich, daB hier ein verwandtes Prinzip 
vorliegt, indem bestehende salzartige und Nebenvalenzbindungen im 
EKiweiBverband aufgelést, ausgetauscht werden zugunsten der durch 
chemische Adsorption! herangefiihrten Sauren 2. 

Die Gleichmafigkeit der Saurebindung ist es, die als fiir die Physio- 
logie der Erythrocyten und dariiber hinaus der gebundenen Ze!leiweibe 
besonders bemerkenswert hervortritt; neue Gleichgewichte? werden 
eingestellt und damit vorhandene, natiirliche gestért*. Fiir die Be- 
schreibung bestimmter Krankheitsbilder sind solcke Saurebindungen 
wesentlich, so fiir die Genese der perniziésen Animie, die nach den 
ausgedehnten Arbeiten von Brinkman und Szent-Gyérgyi> mit freien 
Fettséuren als normalen hamolytischen Bestandteilen® des Blutes zu- 
sammenhangt. Wesentlich ist die Frage des Séurebindungsvermégens 
weiter fiir die Bindung der eine saure Gruppe enthaltenden Co-Fermente 
an die Apofermentproteine; auch hier finden wir unter normalen Be- 
dingungen vollstandige Bindung zum Holofermentsystem. Durch 
Zugabe von Fremdsaéuren werden vielfach neue Gleichgewichte ein- 
gestellt, in denen das Co-Ferment aus seiner Bindung verdrangt wird®. 
Man wird aber die Ergebnisse nicht zu weit verallgemeinern diirfen, 
z. B. ist zu erwarten, daB sich oberflachenaktive Sauren’ als aktiver 
erweisen ®. 


1 Dabei kénnten die undissoziierten Molekiile der organischen Saéuren 
bevorzugt adsorbiert werden und in die Zellhaut eindringen, um dann im 
Zellinnern zu einer Reaktion zu gelangen. Vgl. Overton, Pfliigers Arch. 92, 
115, 1902; Vermast, diese Zeitschr. 125, 106, 1921; Boresch, ebenda 101, 110, 
1920; Osterhout, J. gen. Physiol. 8, 131, 1925; Brenner, Ber. d. Deutsch. bot. 
Ges. 38, 277, 1920; Becker, Protoplasma 25, 161, 1936; Modellversuche von 
Philippson u. Hannevart, C.r. Soc. de Biol. 88, 1347, 1920. — ? Die Menge 
der EiweiBkérper, die sich in den Erythrocyten der einzelnen Ansatze be- 
findet, wiirde eine vollstandige Bindung der gefundenen Saéuremengen er- 
lauben. — * Die Bindung des Hamoglobins an die Stromakolloide ist mit 
Wahrscheinlichkeit am festesten im ungeladenen Zustand (Christophers, 
Indian J. med. Res. 17, 564, 1929; vgl. dazu Michaelis u. Takahashi, diese 
Zeitschr. 29, 439, 1910; Kozawa, ebenda 60, 146, 1914; Landsteiner, ebenda 
50, 176, 1913; Haffner, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 196, 15, 1922). 
—  ‘ Hier sei an Aaltere Untersuchungen Paulis erinnert, dab Zusatze 
geringer Séure- und Basenmengen das Kolloidfallungsvermégen der Elektro- 
lyte férdert (Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. 10, 53, 1907). — ° Vgl. Proc. 
Roy. Acad. Amsterdam 26, 470, 1925. — ® Zur Hauptsache handelt es sich 
um die ungesattigten hdheren Fettsiuren. A. v. Szent-Gydrgyi, diese 
Zeitschr. 146, 238, 1924. — °* H. Albers, E. Beyer, A. Bohnenkamp u. 
G. Miiller, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 71, 1913, 1938. — 7 Bei Unter- 
suchungen iiber die stabilisierende Wirkung von Na-Seifen ergibt sich in 
bestimmten Versuchsanordnungen ebenfalls, daB die Salze der héheren 
Fettsiéuren in annihernd aquimolaren Lésungen ahnliche Wirkungen aus- 
iiben. Jarisch, Pfliigers Arch. 186, 310, 1920. — *® Vgl. Berczeller, diese 
Zeitschr. 188, 509, 1923; Brinkman u. v. Dam, ebenda 108, 35, 1920. 
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Zur Frage der Saurebindung sei noch erwahnt, daB der Himolyse 
durch das auBerst wirksame Digitonin!, die neuerdings in sehr exakten 
Versuchen durch Schmidt-Thomé? aufgeklart wurde, ebenfalls eine 
quantitativ ablaufende Reaktion, und zwar eine vollstandige Bindung 
durch das Cholesterin der Erythrocyten, zugrunde liegt. 


Der Einflu8 von Basen auf die Himolyse., 


Die anorganischen Basen Kaliumhydroxyd und Natriumhydroxyd 
wirken in denselben Verdiinnungen hamolysierend wie die Sauren, von 
beiden werden 1,8- 10-3 Aquivalente fiir eine 50°{ige Hamolyse be- 
notigt. 

Tabelle V. 





% Hiimolyse bei einer Konzentration von 


bei 50 %iger _ 
Hiimolyse * 


0,5 1,0 1,5 2,0 2,5-10 °n 
NaOH...... 9,3 0 3 20 81 100 
KOH.......| 0 1 21 73 100 


* Gemessen wie vorher in Ringerlésung ohne Blutzellen. 


Ahnliche Zahlen lassen sich aus alteren Untersuchungen von Gros? 
errechnen. Diese beschreiben auch bereits eine Bindung des Alkalis 
durch die Blutzellen, eine Tatsache, die wir be- 4, 








statigen koénnen: mit Alkalimengen, die noch 4 / 
nicht zur Hamolyse zu fiihren vermégen4, wird » ; 

age . . 6 
das pu des Ansatzes schlieBlich auf 6,4 ein- 5 , 
gestellt, ebenso wie es bei ungeniigenden Mengen 8” 
von Sauren (vgl. S. 193) festgestellt wurde. Gros = : 
konnte iiberdies wahrscheinlich machen, daB eine ‘ail 
E 3 ve . m . ’ . oe a 7 200n 
adsorptiv bedingte Bindung der Basen durch die Miniaiipéliie 
Blutzellen statthat; wir konnten diese Annahme Abb. 6. 
fiir die Séuren im vorhergehenden ebenfalls er- NaOH: © 

KOH: xX 

heben. 


Uber den Einflu8 der anorganischen Basen kann bisher nur aus- 
gesagt werden, daB Kaliumhydroxyd und Natriumhydroxyd sich gleich 
verhalten. Es hat den Anschein, als ob die ahnlichen Werte, die fiir 





' Digitonin bewirkt in unserer Anordnung 50°%ige Hamolyse nach 
2 Stunden in einer Konzentration von 1,5 - 10~* Mol/Liter. 2 Zeitsehr. 
f. physiol. Chem, 275, 183, 1942. — * O. Gros, diese Zeitschr. 29, 350, 1910. 
— Untersucht wurde besonders Ammoniak, dessen fiir eine 50% ige Hamo- 
lyse notwendige Menge sich aus den angegebenen Versuchsdaten ebenfalls 
als in der obigen Gr6éBenordnung liegend errechnet. — Natriumcarbonat- 
Hamolyse: Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 638, 341, 1910. 4 Die Fixie- 
rung einer geringen Laugenmenge vor der Hamolyse beobachteten schon 
Arrhenius u. Madsen, Zeitschr. f. physik. hem. 44, 762, 1903. 
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50 %ige Hamolyse bei Sauren und Basen gefunden werden, im gleich- 
maBigen Saure- und Basenbindungsvermégen der EiweiBampholyte 
begriindet lagen. 

Die Untersuchung organischer Basen, der aliphatischen Amine, 
zeigte nun, daB diese die Hamolyse mehr oder minder spezifisch zu 
beeinflussen vermégen. Die in der Tabelle VI und in der Abb. 7 zu- 
sammengestellten Resultate ergeben fiir das Athylamin fiir eine 
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- 
Aonzentration mol/L Monzentration mol/L 
Abb. 7. 
a b e 
Athylamin: ae Iso-butylamin: ——— n-Butylamin: — 
n-Propylamin: —- —— n-Amylamin: —— - n-Heptadecylamin: - - 
Iso-propylamin: ------- (+ Serum): ~— ------- 
n-Hexylamin: -—---- Piperidin: te 


50 %ige Haimolyse dieselbe Konzentration, wie sie fiir Alkalihydroxyde 
gefunden wurde. Die Werte fiir n-Propylamin, Iso-propylamin, Iso- 
butylamin und n-Amylamin liegen etwas héher, aber mit durchschnitt- 
lich 2,35 - 10-3 Mole/Liter noch in der gleichen GréBenordnung. Eine 
deutliche Abweichung zeigt das n-Hexylamin und als alicyclische Base 
das Piperidin, wahrend das n-Butylamin gar in um eine Zehnerpotenz 
niedrigerer Konzentration von 0,28 - 10-3 Mole /Liter bereits die 50 %ige 
Hamolyse erzeugt. Die Dissoziationskonstanten geben fiir das ab- 
weichende Verhalten keinen Hinweis!; die den Basenkonzentrationen 
einer 50°%igen Hamolyse zugehérigen py-Werte liegen simtlich im 
noch nicht zur Hamolyse fiihrenden Gebiet zwischen px 7 und 9. 
Zweifellos liegt im besonderen Verhalten des n-Butylamins und wohl 
auch in dem des Piperidins ein spezifischer, konstitutioneller EinfluB vor. 


Die vorhandene Ahnlichkeit der Werte fiir die starken anorganischen 
Basen NaOH und KOH mit denen einiger aliphatischer Amine war 
nach den Ergebnissen der Literatur nicht vorauszusehen; insbesondere 
wird aus den Arbeiten von Overton? abgeleitet, daB die starken Basen 


1 Fiihner u. Neubauer (l.c.) finden bei ihrer (schnell arbeitenden) 
Versuchsanordnung Abhangigkeit vom Dissoziationsgrad. — * E, Overton, 
Studien iiber die Narkose. Jena 1901. Vgl. Harey, Amer. J. Physiol. 31, 
335, 1913; Brenner, Oefvers. Finska Vet. Soc. Férh. 60. Nr. 4, 1917/18; Port, 
diese Zeitschr. 170, 377, 1926. ° 
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Uber die hamolytische Wirkung von Sauren 


(NaOH, KOH) im Gegen- 
satz zu den Aminen die 
Zellwande nur schwierig zu 
durchdringen vermégen. 
Jene sind lipoidunléslich, 
diese sind lipoidléslich, sie 
kénnen daher auch in der 
undissoziierten Form durch 
die Zellwand aufgenommen 
werden!. Wieder zeigen 
die vorliegenden Versuche, 
daf offenbar in erster Nahe- 
rung auch bei bestimmten 
Basen — jedoch durchaus 
nicht bei allen —- ahnliche 
Verhaltnisse einer chemi- 
schen Bindung? vorliegen, 
wie sie in exakterer Form 
bei den Sauren nachge- 
wiesen wurden. Vor allem 
das Hamoglobin, welches 
mengenmaBig die Stroma- 
eiweiBe in den Blutzellen 
iiberwiegt, wird dafiir ver- 
antwortlich sein. 

DaB bei der Aufnahme 
der Amine durch die Zell- 
wand insbesondere die Li- 
poidléslichkeit eine Rolle 
spielt, zeigt das Beispiel 
des Heptadecylamins, 

CH; —(CH,)ig—N Ho*. 


1 Vgl. Boresch, diese 

Zeitschr. 101, 110, 1920. — 
2 Vgl. Arrhenius, Medd. fr. 
kéng. Vetensk. Akad. Nobel- 
inst. 1, Nr. 10, 11, 1908. 
* Aus Stearinséiure mit dem 
N,H-Verfahren nach AK, 
Schmidt dargestellt. — Fiir 
Hinweise und Anweisungen 
sind wir Herrn Prof. K. 
Schmidt-Heidelberg zu Dank 
verpflichtet. 


Tabelle VI. 
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Allerdings ist es mit den anderen Aminen nur bedingt vergleichbar, 
denn es ist in Wasser sehr schwer léslich und muBte zunachst in 
Alkohol aufgelést werden, um dann beim EingieBen der alkoholischen 
Lésung in den Versuchsansatz in Form einer feinen Emulsion! zu 
wirken. Die in tatsachlicher Auflésung zur Wirkung gelangende 
Menge ist also jedenfalls kleiner als die zugegebene, fiir die bei 
50 %iger Hamolyse die Konzentration von 0,10 - 10~3 Mole/Liter be- 
stimmt wurde. Dabei ist jedoch zu bemerken, daB die Gegenwart 
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Abb. 8. 
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des Alkohols die Resistenz der Blutzellen gegen Haemolytica herab- 
setzen2 kann, daB es sich hier also um eine Summenwirkung handelt. 
Méglich ist dabei eine direkte Aufnahme der festen bzw. dligen Teilchen 
durch die Blutzellen, zumal das Heptadecylamin zu den oberflachen- 
aktiven Aminen gehort. 

Tragt man fiir die geradkettigen Amine die zur 50 %igen Hamolyse 
fiihrenden molaren Konzentrationen als Funktion der Kohlenstofi- 
anzahl auf, so erhalt man in der Abb. 8 eine Kurve, die auf ein Alter- 
nieren der physiologischen Eigenschaften hinzudeuten scheint. 

Den erwartungsgemaB schwach hemmenden EinfluB des Serums zeigt 
das Beispiel des n-Amylamins (Abb. 7b). 

Zusammenfassend kann von den aliphatischen Aminen gesagt 
werden, daB sie eine mehr oder minder spezifische Wirkung bei der 
Hamolyse’ ausiiben. Diese erscheint aus den bei der Besprechung der 
Saurehimolyse gegebenen Erliuterungen verstandlich; die schon in 
friiheren Untersuchungen‘ beobachtete Spezifitat der Himolyse durch 
Kationen findet auch hier ihren Ausdruck. 


! Im Versuchsansatz befindet sich so 1eem Alkohol, der jedoch, wie 
wir feststellten, keine Hamolyse hervorruft. (Uber die Wirkung des Alkohols 
als Haemolyticum vgl. Miculicich, Zentralbl. f. Physiol. 24, 523, 1910; 
Lepeschkin, Medd. fr. king. Vetensk. Akad. Nobelinst. 6, Nr. 11, 1924.) 

2 Lepeschkin, 1. c.; vgl. dazu Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 29, 247, 1911. - 
3 Spektrographische Aufnahmen des ausgetretenen Oxyhimoglobins zeigten, 
daB es durch die Amine keine Veranderung erlitt. 4 Vel. S. 193. 
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Noch deutlicher tritt die spezifische Wirkung bei Priifung der 
aromatischen Amine! hervor, deren aus den Hamolysekurven der 
Abb. 9a bis 9c gewonnenen Werte in der Tabelle VII zusammengestellt 
sind. Irgendein Zusammenhang mit den Dissoziationskonstanten ist 
nicht zu erkennen. Der konstitutive EinfluB zeigt sich besonders 
deutlich beim Vergleich der kernsubstituierten Aminobenzole, so beim 
o-Toluidin—p-Toluidin. Auch eine Substitution in der Seitenkette zeigt 







































| 
8 10 12 4 6 18 20 xa? 
Aonzentration mol/L 
a 
Kurve 1: Benzylamin, Kurve 5: Thioacetanilid, Kurve 9: Diphenylamin, 
5 2: Benzthiazol, ,, 6: Thiazol, » 10: n-Athyl-o-toluidin, 
, 38: 0-Aminothiophenol, » 7: p-Toluidin, » Il: Xylidin, 
» 4: Thiodiazol. » 8: o-Toluidin. », 12: Chinolin, 
13: o-Phenylendiamin. 
100 700; sini 
% % 
80 . + 80 
& % 
So ! S00) 
& —E 
iS & 
=” 4 
20 20 
0 as 0 = 
¥ 6 é 70 12°10 * 4% 10 12°10 “ 
Aonzentration mol/L Aonzentration mol/L 
b ‘ 
Kurve 14: Thiophenin, Kurve 17: Thioanilin, 
» 15: Diphenyldiaminodisulfid, ab Athylaminobenzol, 
» 16: Indol. ,, 19: 2-Athylaminothiophen, 
,, 20: a-Naphthylamin. 
Abb. 9. 


einen unerwarteten spezifischen EinfluB, wie das Beispiel des Benzyl- 
amins und seiner Homologen ergibt. 

Die unterschiedliche Lipoidléslichkeit, die diesen spezifischen 
Wirkungen wahrscheinlich zugrunde liegt, sollte besonders durch die 
Einfiihrung von Schwefel in die Molekiile der Haemolytica beeinfluBt 
werden. Allein der Einflu8 zeigt sich geringer als erwartet, wie in der 
Tabelle VII die ersten Beispiele erweisen, wo die hamolytische Wirkung 


1 Die in Wasser unléslichen bzw. schwerléslichen Amine gelangen in 
Emulsion zur Untersuchung. 
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Tabelle VII. 
— 
50 jelge 
, =o Himolyse bei 
. Dissoziations- A 
Substanz Formel einer molaren Kurve | Suk 
konstante | Konzentration xa ee 
von 
NH, | Dip! 
one | | al 
Anilin | | 40°: 7,6- 107-19 | 61—67 - 10-5 (Abb. 2, 3) 
ber 
— o-Ph 
Thiophenin ? f > <5a, 68 14 di 
Ss 
Thioanilin ® _- . 65 17 
| NH, NH, Na 
Diphenyl- —, —\~ a 
diamino- —S-—S y 69 15 
disulfid ¢ ———- a 
NH, NH, 
Ch 
-CH,NH, 
Benzylamin aay 25:24 .10-5 12 1 
hs 
/ i e I 
| 2-Athyl- eae 
aminobenzol 25°: 1,05- 10-9 71 18 
2-Athyl- igs ea 
amino- | ‘ ; 76 19 E 
thiophen _ /-NH-C,H; thi 
j 8’ 
| H;C. 
p-Toluidin Bay 259:2.0 .10-9 41 7 Th 
| 3 U3 4a fre, 
| \ NH, 
at CH; 
ue os Thic 
| o-Toluidin 259 3,3 «10-10 105 8 
| | | 
s, NH, 
| 
~ J Es Jods Th 
N-Athyl- b-a8 
o-Toluidin | 259: 8,4 - 10-10 140 10 
ab NH-C,H, 
i E 
Xylidin ® 150 1] 
1 Aus Abb. 9a bis c. — 2 Steinkopf, Lieb. Annalen 408, 28, 1914. — 3 Merz u. Weith, Ber. Deutsch 
chem. Ges. 81, 58, 1898. —- 4+ 4. W. Hofmann, ebenda 20, 2259, 1887. — 5 Gemenge der 5 Xylidine mit. 
i etwa 50% m-Xylidin. 1909, 
j 
/ 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 





50 “sige 
: ‘ Hiimolyse bei 
Dissoziations- 


Substanz Formel 4 einer molaretr Kurve 
konstante Seassainesion 
von 
Dipheny]- NH-— 15°:7,6- 1014 130-105 9 
amin 
NH, 
o-Phenylen- 259:3,3-10- 208 13 
diamin 
NH, 
NH, 
| 
-Naphthyl- 25°:9,9-10-1 96 20 
amin 
Chinolin 259: 1-10-9 183 12 
N 
Indol 94 16 
NON 
H 
Benz- . ¢ )-3 9 
thiazol ! 19 - 10°° 2 
Ss 
—N 
Thiazol 2 25°: 3,3 -10-!2 51 6 
Ss 
N 
Thiodiazol 3 37 } 
N 
S 
Thiophen 190 (Abb. 10) 
Ss 
Benzol 240 
1 Mohlau, Ber. Deutsch. chem. Ges. 81, 58, 1898. — 2 R. Willstdtter u. Wirth, ebenda 42, 1918, 


1909. — 3 Wolf, Lieb. Ann. 88%, 11, 1909. 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 








Substanz Formel einer molaren Kurv: 
konstante Konzentration 
von 
SH 
o-Amino- - ° 
t oF. 8 9 
thiophenol ! 25 - 10 ” 
OH noe 
Keine Hamo- 
o-Amino- lyse bis zu 
phenol 0,2 mol. 
NH, Lésung 
Thioacet- NH a H, 48-10-73 A 
anilid 2 a ’ ; 
S 
1 A.W. Hofmann, Ber. Deutsch. chem. Ges. 20, 2259, 1887. — 2 Derselbe, ebenda 11, 339, 1878, 


50 %ige 


Dissoziations- Himolyse bei 


von der Einfithrung des Schwefels fast nicht betroffen wird. Bemerkens- 
wert ist, daf sich die GleichmaBigkeit im Verhalten des Benzols und 
des Thiophens auch hier zeigt (vgl. Abb 1). Nur im Paar o-Amino- 


aT] 











7a RSS NE Re 
0 2 410" 
Konzentration mol/L 
Abb. 10. 


Benzol: o---o 
Thiophen: x 


Y 





thiophenol—o-Aminophenol tritt eine spezifische 
Wirkung der Suifhydrylgruppe gegeniiber der 
Hydroxylgruppe deutlich im Auftreten der hamo- 
lytischen Aktivitaét hervor; dabei ist daran zu 
erinnern, daB bei den Sduren das Paar Benzoe- 
siure und Thiobenzoesdure sowie andererseits 
Phenol und Thiophenol die gleiche Wirksamkeit 
aufwiesen. 


Die hiimolytische Wirkung der Senféle. 


Anhangsweise seien noch einige Ergebnisse 
mit Senfélen wiedergegeben, da deren Priifung 











in mancherlei Hinsicht physio- 
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- ‘A logisches Interesse bot. Das 
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20 die fiir eine 50 %ige Hamolyse 
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Abb. 11, der GréBenordnung der fiir die 


I: Phenylsenfél *, 
* = Butyl- 


== Allylsenfol. 


II: Phenylisocyanat. — aliphatischen Amine  gefun- 





rr 


ste 





ning 


Kurv 


339, 1878, 


ens- 
und 
ino- 
sche 
der 
mo- 
1 ZU 
ZOC- 
eits 


keit 


isse 
ung 
s$10- 
Das 
das 
che 
‘); 
yse 
nen 
. in 
die 
un- 





Uber die hamolytische Wirkung von Saéuren und Basen. 207 


denen Werte. Es iiberrascht dabei, daB das Allylsenfél, dessen gewebe- 
schadigende und hyperamische Wirkung bekannt ist, sich nicht aus der 
Reihe heraushebt. 

Das Phenylisocyanat zeigt gegeniiber dem Phenylsenfél eine starke 
Verringerung der Wirksamkeit (Hamolysekurve Abb. 11, IL). 


Tabelle VIII. 





50 %ige Hiimolyse 





Substanz Formel bei einer Konzentration Kurve 
von 
Phenyl- C,;,H,—N=C=S 4,1-10-% Mole/Liter Abb. 11,I 
senfél 
Butyl. CH,—CH,—CH,—CH,—N=C=S| 4,0 . 
senfél 
Allylsenfél CH,=CH—CH,—N=C=S 4,0 2 
Phenyliso- C,H, -N=C=0 23-10-35 Mole/Liter Abb. 11, IT 
cyanat 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Bereit- 
stellung von Mitteln fiir diese Untersuchung zu Dank verpflichtet. 














Die Verteilung des gebundenen und freien 
Cholesterins im Milzdepotserum. 
Von 
L. Goreezky und J. Kovats. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie und Bakteriolcgie de1 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 16. November 1942.) 


Bei der Untersuchung des Immunstoffgehalts des Milzdepotserums 
hatten Goreczky und Ludany (1) nachgewiesen, daB das Serum des aus 
der peripherischen Zirkulation ausgeschalteten und in den Sinussen 
der Milz stagnierenden Depotbluts eine erhéhte opsonisierende und 
bactericide Wirkung besitzt. Die Priifung der Opsonisierungswirkung 
zeigte, das dieselbe zum Teil auf die Verainderung des friiher durch 
Horster und Dorbath(1) in vitro beobachteten Cholesterin-Lecithin- 
Verhaltnisses zuriickgefiihrt werden kann. Im Milzdepotserum hatte 
sich nach den Untersuchungen von Goreczky und Luddny (1) das Chole. 
sterin vermehrt, wodurch das Verhaltnis desselben zum Lecithin ver- 
andert wurde, was im Vergleich mit dem peripherisch kreisenden Blute 
fiir die Opsonisierungswirkung giinstig war. In diesen Untersuchungen 
nahm der Cholesteringehalt des ‘Milzdepotserums im Mittelwert um 
etwa 40% zu und die einzelnen Werte schwankten zwischen + 22 
und + 46%. Die Untersuchungen bezogen sich auf den Gesamt- 
cholesteringehalt und gewahrten somit keinen tieferen Einblick in den 
in der Milz sich abspielenden Cholesterinstoffwechsel. Nach den Unter- 
suchungen von Velluz (2) und anderen kann dem Cholesterinquotienten 
in den Immunititsvorgingen keine besondere Rolle zugeschrieben 
werden, da der das Verhaltnis des gesamten und Estercholesterins zum 
Ausdruck bringende Quotient keinen Unterschied zwischen den normalen 
und Immunsera zeigte. Auf Grund dessen kam er zu der Feststellung, 
da8 das Cholesterin keinen direkten EinfluB auf die Immunitats- 
erscheinungen besitzen kann. Gegen diese Feststellung spricht in ge- 
wissem Mabe auch der oben bereits erwahnte Versuch von Horster und 
Dorbath (1) und anderen Autoren. Beziiglich der Verteilung der einzelnen 
Cholesterinfraktionen in der Milz lagen keine Angaben vor. In den 
auf die Verteilung des Cholesterins in der Milz sich beziehenden Unter- 
suchungen gingen wir auf folgende Weise vor. 

Die Versuche wurden an Hunden durchgefiihit, die 24 Sturden zuvo! 


ungefiittert blieben. Die Tiere wurden mit Pernocton narkotisiert, scdenn 
wurde die Bauchwand in der Linea alba eréffnet, die Milz aus der Bauch 
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héhle herausgehoben und am Hylus sofort abgebunden. Nun wurden die 
Milzvenen freigelegt und in dieselben eine Kaniile eingebunden. Nach der 
EKinlegung der Kaniilen wurde die Milz durch am Hylus derselben angewandte 
faradische Reizung zur Kontraktion gebracht und das dadurch ausgepreBte 
Depotblut aufgefangen. Zugleich wurde auch die linke Vena femoralis 
ausprapariert und zwecks Vergleich durch Punktion Blut entnommen. Die 
Blutproben wurden nach der Gerinnung zentrifugiert und im reinen Serum 
wurde der Gehalt des freien und Gesamtcholesterins nach Schénheimer und 
Sperry (3) bestimmt. Aus dem Unterschied der beiden Werte erhielten wir 
den Wert des esterifizierten Cholesterins. Die Versuchsergebnisse sind in 
Tabelle I zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





Freier- Ester- Gesamt- 
Cholesteringehalt des 
~ Depotserums peripheren ; ~ Depotserums- " peripheren || Depotserums peripheren 
der Milz Serums der Milz ‘Serums der Milz Serums 
in mg% 
35,9 36.6 66,5 55,8 102,4 92,4 
51,3 54,6 73,5 44,7 124,8 99,3 
58,8 55,5 164,8 117,5 223,6 173,0 
61,4 61,7 73, 46,6 135,2 118,3 
75,7 79,6 98,8 69,4 174,5 149,0 
53,3 52,4 193,0 130,1 246,3 182,5 
35,4 33,8 106,0 84,5 141,4 118,3 
44,0 47,1 117,0 100,2 167,0 147,3 
Mittel: 51,9 52,6 111,6 82,3 164,4 135,0 


Nach den in der Tabelle dargestellten Angaben besteht zwischen 
dem Milzdepotserum und dem peripherischen Serum in bezug auf den 
freien Cholesteringehalt kein Unterschied (Milzdepot: 51,9mg%: 
Peripherie: 52,6 mg°,). Dagegen zeigte der Gesamtcholesteringehalt, 
wie wir dies bereits in unseren friiheren Untersuchungen nachgewiesen 
hatten, eine Vermehrung. Wahrend namlich das peripherische Serum 
einen Mittelwert von 135,0mg°, aufwies, zeigte das Depotserum 
164,0 mg. Und diese Vermehrung entfiel ausschlieBlich auf das 
esterifizierte Cholesterin, da, wie és die oben angefiihrten Angaben 
zeigen, im freien Cholesterin keine Abweichung zu beobachten war. 
Der Mittelwert des esterifizierten Cholesterins betrug in der Milz 111,0, 
und im peripherischen Serum 82,3 mg%. Diese Angaben zeigen, daf 
in der Milz nicht nur die Menge des Cholesterins, sondern auch die 
Vertei!ung der einzelnen Fraktionen veraindert wurde. Auf die Rolle 
der Milz vom Gesichtspunkt des Cholesterinhaushalts hatte auch 
Lauda (4) hingewiesen und obwohl diese Funktion seiner Meinung nach 
hauptsachlich auf das reticuloendotheliale System zuriickzufiihren sei, 
kann trotzdem angenommen werden, da die Milz auch an der Aufnahme 

Biochemische Zeitschrift Band 314. 14 
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des Cholesterins in gewissem Mae teilnimmt. Diese letztere Feststellung 
stiitzte Lauda (4) auf seine mit der Milzentfernung verbundenen Ver- 
suche. 

Alle diese Eigenheiten, die wir in dieser, sowie unseren friiheren 
Arbeiten beschrieben, beziehen sich ausschlieBlich auf das Depotblut, 
bzw. dessen Serum. Nach der Kontraktion der Miiz, d.h. nach der 
Entleerung des Depots und seiner neuerlichen Fii!lung mit peripheri- 
schem Blut verschwinden diese Unterschiede und die Differenz gleicht 
sich aus. 


In den diesbeziiglichen Versuchen gingen wir so vor, daB die 
Milz auf die bereits erwahnte Weise aus der Bauchhéhle gehoben, sodann 
am Hylus abgebunden und durch am Wege elektrischer Reizung zu- 
standegebrachte Kontraktion derselben das Depotblut entleert wurde. 
Nun wurde die am Hylus der Milz angewandte Ligatur entfernt und die 
Milz in die Bauchhéhle zuriickgelegt. Nach 5—6 Minuten, als die Milz 
erschlaffte und die Sinusse sich wieder fiillten, wurde die Milz durch elek- 
trische Reizung des Hylus wieder entleert. Dieses Verfahren wurde einige 
Male wiederholt, dann wurde die Milz auf die oben beschriebene Weise 
durch elektrische Reizung zur Kontraktion gebracht und das _ hervor- 
strémende Blut aufgefangen. Nach der Gerinnung wurden die Blutproben 
zentrifugiert und der Cholesteringehalt der Sera bestimmt. Die Werte sind 
in Tabelle II zusammengefaBt und mit den Werten des peripherischen 
Blutes verglichen. 


Tabelle II. 





Freier- Ester- Gesamt- 





Cholesteringehalt des 





Milzserums nach peripheren || Milzserums nach | peripheren | Milzserums nach _ peripheren 





Depotentleerung Serums Depotentleerung Serums || Depotentleerung Serums 
in mg% Reo 

37,1 36,6 57,4 55,8 94,5 92,4 

51,9 54,6 51,6 44,7 103,5 99,3 

55,5 55,5 118,5 117,5 174,0 173,0 

63,0 61,7 52,9 56,6 115,9 118,3 

80,7 79,6 78,6 69,4 159,3 149,0 

Mittel: 57,6 57,6 71,8 68,8 129,4 126,4 


Auf Grund der Versuchsangaben |aBt sich feststellen, daB nach 
Durchstrémung der Milz zwischen dem peripherischen und dem Milz- 
depotblut kein Unterschied besteht. Sowohl die Werte des freien als 


des Ester- und Gesamtcholesterins sind gleich. Die auf Grund der 


Angaben zweier Versuchsreihen berechneten und mit denen der Peri- 
pherie verglichenen prozentuellen Abweichungen vor und nach der 
Depotentleerung ergaben folgende Werte. 
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Tabelle II. 





Die mit der Peripherie verglichenen prozentuellen Verinderungen im 


Freien- Ester- Gesamt- 
st eine tier waticahitaten " Cholesteringehalt des ; 
Depotserams — ach Depot- | Depotserums pach Depot-  DePotserUMs ech ‘Depot. 
entleerung “Ne entleerung ; entleerung 
1,9 + 1,3 - 39,1 + 2,0 + 10,8 + 2,2 
— 6,0 — 4,9 + 64,4 t+ 15,4 +. 25,6 +- 4,2 
+ 5,9 0 + 40,2 + 0,8 + 25,3 + 0,5 
— 0,4 + 2,1 t. 30,3 — 6,6 +- 14,2 2,0 
— 4,8 > he L 42,3 + 18,2 + 17,1 L. 6,8 
45 19 |. 48,3 + 34,9 
+. 4,7 + 25,4 + 19,5 
- 6,5 + 16,7 + 9,3 
Mittel: — 0,9 — 0,04 +- 35,8 61 -+- 20,0 + 2,3 
8. D. = 0,4 8. D. = 7,71 8S. D. = 7,49 


Die Abweichungen im freien Cholesteringehalt schwanken im Falle 
des Depots zwischen + 5,9 und — 6,8 % und nach der Depotentleerung 
zwischen + 2,1 und —4,9%. Der Mittelwert des Depots betragt 
— 0,9, und nach der Entleerung — 0,04%. Die signifikante Differenz 
der beiden Versuchsreihen ist 0,1, was auf die Ubereinstimmung der 
beiden Werte hinweist. Demgegeniiber zeigen die prozentuellen Ab- 
weichungen des esterifizierten Cholesterins im Falle des Depots einen 
Wert zwischen + 16,7 und + 64,4% und nach der Depotentleerung 
liegen sie zwischen + 15,4 und — 6,6°%. Die einzelnen Mittelwerte 
betrugen beim Depot + 35,8 und nach der Entleerung desseiben 
+5,14%. Die signifikante Differenz der beiden Versuchsreihen ergab 
7,71, was auf den Unterschied zwischen den beiden Versuchsreihen 
hinweist. Im Gesamtcholesteringehalt schwankten die Werte des 
Depots zwischen + 9,3 und + 34,9%, nach der Depotentleerung 
zwischen + 6,8 und — 2,0%. Der Unterschied der auf das Depot sich 
beziehenden prozentuellen Abweichungen betrug + 20,0 und nach der 
Depotentleerung + 2,3°. Bei dieser Versuchsreihe war die signifikante 
Differenz 7,49, was ebenfalls die Verwertbarkeit der Versuchsergebnisse 
bestatigt. Auf Grund unserer friiheren Angaben zeigt sich beziiglich 
des Gesamtcholesterins im Mittelwert eine geringe Abweichung, die 
sich jedoch mit der Streuung der Versuchsergebnisse, sowie den indivi- 
duellen Unterschieden der Versuchstiere erk!aren |aBt. 

14* 
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Die wichtige Rolle der Miiz vom Gesichtspunkt des Cholesterin 
haushalts wird demnach nicht nur durch die erhéhte Cholesterinanhau 
fungsfahigkeit, sondern auch durch die esterifizierende Fahigkeit derselben 
bewiesen. Bei milzexstirpierten Hunden nimmt im(zirkulierenden Blute 
das Cholesterin zu und in diesem Falle — wie dies durch Siegmund (3) 
nachgewiesen wurde — ist es die Menge des freien Cholesterins, die die 
Verinderung verursacht. Abelous und Soula (6) machten die Beob 
achtung, daB das nach fettreicher Ernahrung wahrend der Verdauung 
entnommene Serum der Hunde in vitro mit Cholesterin zusammen 
gebracht die Menge der Fettsaéuren herabsetzte. Demgegeniiber werden 
bei milzexstirpierten Hunden die Fettsaéuren nicht verringert, sondern 
im Gegenteil, sie kénnen eine Vermehrung aufweisen. Wurde aber 
zum Serum Milzextrakt hinzugefiigt, so hatte das Serum der Hunde 
dem normalen entsprechende Wirkung. Die bedeutende Rolle der Milz 
vom Gesichtspunkt des Cholesterinstoffwechsels bestatigt auch der 
Versuch von Leites (7), der nachweisen konnte, daB im Falle einer 
Fettbelastung nach Splenektomie eine viel héhere Lipimie zustande 
kam. AuBerdem hatte die Vena portae im Vergleich zu der Vena 
hepatica und dem arteriellen Blut nichts an neutralem Fettgehalt 
verloren. Beziiglich der pathologischen Prozesse hatte Shapiro (8) nach- 
gewiesen, daB nach Milzexstirpation die Bildung der Atheromatosis 
Aortae auf Cholesterinverabreichung rascher erfolgt, was eventuell eben- 
falls als die Folge der fehlenden bzw. mangelhaften Esterifizierung 
angesehen werden kann. Die Literaturangaben sowie unsere Ergebnisse 
weisen zweifellos darauf hin, daB der Milz auch vom Gesichtspunkt der 
Cholesterinesterifizierung Bedeutung zugeschrieben werden muB. Diese 
Annahme wird auch durch den erwaihnten Versuch von Siegmund (5) 
unterstiitzt, zu dessen Erganzung wir die oben beschriebene Esterifika- 
tionsfihigkeit der Milz nachweisen konnten. Die Milz besitzt aber nicht 
nur auf den Cholesterinstoffwechsel eine direkte Wirkung, sondern sie 
gibt in das Blut auch einen Stoff ab, der die Bindung des Chole- 
sterins im Blute méglich macht. Die Frage ist natiirlich noch nicht 
vollig abgeschlossen, da es auch noch dessen Feststellung bedarf, ob 
die beobachteten Verainderungen im Milzdepot durch den hohen Fett- 
siuregehalt oder sonstige Faktoren zustande kommen. 


Zusammenfassung, 


In an Hunden durchgefiihrten Versuchen konnte nachgewiesen 
werden, da die Cholesterinverteilung des Milzdepotserums im Vergleich 
zu dem peripherischen Blut abweicht. Von den einzelnen Fraktionen 
wies das freie Cholesterin keine Verinderung auf. Die Menge des 
esterifizierten Cholesterins nahm bedeutend zu. Im Gesamtcholesterin 
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konnte den friiheren Versuchen entsprechend ebenfalls eine Veranderung 
nachgewiesen werden. Die Versuche deuten auf die Rolle des Milz- 
depots vom Gesichtspunkt des Cholesterinstoffwechsels hin. 
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Polarographische Untersuchung der Melaninbildung. 
Von 
K. Wiesner. 
(Aus der Forschungsabteilung des Radiotherapeutischen Instituts Bulovka 
Krankenhaus, Prag.) 
(Eingegangen am 2. November 1942.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Zum erstenmal wurde die Melaninbildung durch Einwirkung des 
Ferments Tyrosinase auf Tyrosin von Bertrand (1) beobachtet. Spater 
haben Chodat und Schweizer (2) die oxydative Desammierung von 
Aminosauren durch Tyrosinase beschrieben. In Gegenwart von Para- 
kresol, Tyrosinase und Sauerstoff bildeten die Aminosduren Spuren 
von Aldehyd und NHg. Das veranlaBte Bach (3) zu der Meinung, dab 
die charakteristische Tyrosinasewirkung auf Tyrosin teilweise auf einer 
oxydativen Desaminierung beruhe. Happold und Raper (4) wieder- 
holten die Versuche von Chedat und Schweizer und konnten deren 
Resultate bestatigen mit der Ausnahme, daB sie die desaminierende 
Wirkung nur in Gegenwart von Parakresol fanden. Weiter konnten 
Raper und Wormall (5) zeigen, daB durch die Tyrosinasewirkung auf 
Tyrosin kein NH, freigesetzt wird und daB der schwarze Farbstoff 
Melanin mehr Stickstoff als Tyrosin enthalt. Happold und Raper 
folgerten daraus, daB die Desaminierung in Gegenwart von Parakreso| 
indirekt sei. Im Jahre 1927 brachten Pugh und Raper (6) den ersten 
experimentellen Beweis der o-Chinonbildung durch Tyrosinasewirkung 
auf Phenol, m- und p-Kresol und Brenzeatechin dadurch, daB sie das 
entstandene o-Chinon als Anilidoderivat isolierten. Die Reaktionsfolge 
der Melaninbildung wurde durch eine Reihe ausgezeichneter Arbeiten 
von Raper klargestellt. Wenn Sauerstoff in Gegenwart von Tyrosinase 
auf Tyrosin einwirkt, wird als erstes sichtbares Produkt eine rote 
Substanz gebildet. Spater verfarbt sich die Lésung braun und endlich 
beginnt die Ausscheidung eines schwarzen Farbstoffs, des Melanins 
Raper und Wormall (7) zeigten, daB bei px 6 die Umwandlung des 
Tyrosins in die rote Substanz sehr schnell, aber die darauffolgende 
Abscheidung der Melanine dagegen langsam ist. Durch Entfernung des 
Enzyms durch kolloides Ferrihydroxyd wurde gezeigt, da die rote 
Substanz auch ohne Fermentwirkung Melanin gibt. In dieser Um- 
wandlung kann man zwei Stufen unterscheiden. Die erste findet bei 
LuftabschluB statt und besteht in det Umwandlung der roten Substanz 
in eine farblose. Die zweite Stufe besteht in der oxydativen Umwandlung 
der farblosen Substanz in Melanin. In den entfarbten Lésungen der 
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roten Substanz fand Raper (8) 3,4-Dihydroxyphenylalanin. Eine 
weitere Arbeit von Raper (9) zeigte, daB man durch Entfairben der 
roten Substanz bei LuftabschluB und eine darauffolgende Methylierung 
5, 6-Dimethoxyindol und 5, 6-Dimethoxyindol-2-Carbonsaure gewinnen 
kann. 

Dihydroxyindol bildet sich gew6éhnlich unter LuftabschluB, die 
Carbonsaure bei Gegenwart von SQg. 

Diese Beobachtungen fiihrten Raper zur Aufstellung des folgenden 
Schemas: 
CH,-CH(NH,)COOH CH,-CH(NH,)COOH  CH,-CH-(NH,)COOH 


N 


| ae ——> —> 
) (OH ; 
Ms A SO 
OH OH ll 
O 
I II Il] 
“a. 
HO/ ‘\—CH, ) CH, 
—™~ | . ‘ > ‘ ‘ 
Ho. | CH-COOH | CH-COOH 
NH - NH 
IV. (80)/ y, 
x \ 
HO —CH HO —CH 
HO C-COOH HO CH 
NH NH 
i / Vi. 
Melanine 


Aus dem Stickstoffgehalt des Melanins (|. ¢. 4) und aus dem Gesamt- 
sauerstoffverbrauch (10) ist es wahrscheinlich, daB Dihydroxyindol bei 
dem Ubergang in Melanin 2 H verliert und ein O, aufnimmt. 

In einer vorangehenden Arbeit wurden die Oxydationsprodukte 
des Adrenalins polarographisch untersucht (11). Die Ahnlichkeit dieser 
Produkte mit den Oxydationsprodukten des Tyrosins veranlaBte mich, 
auch die Melaninbildung polarographisch zu untersuchen. Dabei wurde 
die polarographische Bestimmung und weitere Erforschung und eben- 
falls der Vergleich der Oxydationsprodukte des Tyrosins mit denen 
des Adrenalins angestrebt. 


Experimenteller Teil. 
Zur Oxydation des Tyrosins wurde ein Praparat der Kartoffel- 
tyrosinase nach Raper (12) angewandt. 











216 K, Wiesner: 


Es wurde durch Auspressen der Kartoffeln, Fallung des PreBsaftes mit 
Acetonather 3: 1 und Lésen des so gewonnenen Niederschlags in schwac} 
ammoniakhaltigem Wasser gewonnen. Tyrosin wurde in einer Konzentra 
tion 10mg auf 10ccm Phosphatpuffer, py 6,5, in der Hitze gel6st, nach 
dem Abkiihlen auf 30° wurde 0,5 cem Fermentlésung zugefiigt und 5 Minuten 
lang Luft durch die Lésung durchgeleitet. Die so bereitete rote Lésung 
wurde filtriert, in ein polarographisches GefiB mit gesonderter Bezugs 
elektrode eingefiihrt und nach der Beseitigung des Luftsauerstoffs durch 
einen Stickstoffstrom war sie zur Aufnahme der polarographischen Strom 
spannungskurven bereit. 
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Abb. 1. Polarographische Kurven des roten Chinons, aufgenommen wiihrend der spontanen 
Umwandlung in Dihydroxyindol. Die Kurven wurden in 20-Minuten-Intervallen auf- 
genommen. py 6,5. 


Das Polarogramm dieser Lésung zeigt eine kathodische Stufe, 
deren Halbstufenpotential nicht sehr von dem des Adrenochroms ver- 
schieden ist, und gleichzeitig sich dem Werte, der von Friedheim (13) 
potentiometrisch gemessen wurde, nahert. Parallel mit der spontanen 
Entfairbung der Lésung geht auch das Verschwinden dieser Stufe. 
Deswegen kann man diese Stufe dem roten Chinon zuschreiben. 

Die Abb. 1 zeigt die Stromspannungskurven, die wahrend der 
spontanen Entfarbung der roten Substanz in Stickstoffatmosphare 
aufgenommen wurden. Dabei findet eine Verkleinerung der Stufe des 
roten Chinons statt und gleichzeitig wachst eine positive anodische 
Stufe an, so daB die Summe der beiden Stufen konstant bleibt. Das 
steht in vélliger Ubereinstimmung mit dem Raperschen Schema V 
bis VII. 

Es wurde bewiesen, da die erwihnte anodische Stufe dem direkten 
Vorprodukt der Melanine angehért, da sie bei dem Durchleiten von 
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Luft parallel mit der Melaninabscheidung verschwindet. Auch Wasser- 
stoffsuperoxyd in Gegenwart von Spuren von Fe’ verursacht das Ver- 
schwinden der anodischen Stufe und Abscheidung von Melanin. Diese 
Stufe kénnen wir also dem Dihydroxyindol (Formel VII) zuschreiben. 
Die kathodische Stufe des roten Chinons ist, wie noch gezeigt wird, 
reversibel. Es gelang dagegen nicht, die Reversibilitat der anodischen 
Stufe des Dihydroxyindols zu beweisen. Bei Oxydation verkleinert 
sie sich immer nur bei gleichzeitiger Melaninabscheidung, aber niema!s 
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Abb. 2. Polarographische Kurven des roten Chinons, des Dihydroxyindols und der Dihydroxy- 
indolcarbonsiure, aufgenommen wihrend der spontanen Entfirbung der Lésung bei pH 8,3. 


geht sie in den kathodischen Stromstarkebereich iiber. Ob dies durch 
Irreversibilitat des Elektrodenvorganges oder durch augenblickliche 
Melaninbildung aus dem oxydierten Dihydroxyindol verursacht wird, 
kann man polarographisch nicht entscheiden. Die zweite Méglichkeit 
ist aber wahrscheinlicher. Vielleicht kénnte die oszillographische Auf- 
nahme der Potential-Zeitkurven nach J. Heyrovsky (14) die Ent- 
scheidung bringen. 


Eine ahnliche, aber .viel langsamere spontane Umwandlung wurde 
auch beim Adrenochrom beobachtet. Die Adrenochromstufe verschwindet 
in alkalischer Lésung unter gleichzeitiger Entfarbung der Lésung und Bildung 
einer analogen anodischen Stufe. Das kénnte darauf hinweisen, daB auch 
das Adrenochrom eine ahnliche intramolekulare Oxydoreduktion wie das 
rote Chinon ‘durchmacht. Die Bestatigung dieser Auffassung erfordert die 
[solierung eines entsprechenden Methylderivats des Dihydroxindols. Dieses 
Problem wollen wir in einer weiteren Arbeit angehen. 


Die Reaktionsgeschwindigkeit der intramolekularen Oxydo- 
reduktion wachst mit steigender Alkalitat der Lésung. 














218 K. Wiesner: 


Die Abb. 2 zeigt diesen Vorgang bei px 8,3. Im Unterschied zur 
Abb. 1 scheint es, daB die anodische Stufe des Dihydroxyindols nicht 
einheitlich ist, sondern sie setzt sich aus zwei Stufen, einer etwas 
positiveren und einer negativeren, zusammen. Wahrscheinlich handelt 
es sich hier um eine Reaktion gleichzeitig im Sinne V bis VI und V bis VII. 
AusschlieBlich im Sinne V bis VI erhalten wir diese Reaktion in Gegen- 
wart von SOx. 

Die Lésung wird in Gegenwart von SO; schnell entfarbt, die Stufe 
des roten Chinons verschwindet und an ihrer Stelle erscheint eine 








j | j 
. 7 
ene | Em 
100 | | P\ 75 
mV | 
— 
tet Poe CO ae 
Bo Bee ee eee Se ae 
ee ee 
| j } 
a eee j ad 
Gal Nullihie | wee 
in tre shane ; 












1 | 


| 


Abb. 3. Polarographische Kurven 1. einer Lésung des roten Chinons, 2. nach der Entfirbung 
in Gegenwart von SO». 


anodische Stufe, die aber etwas negativer als die Stufe des Dihydroxy- 
indols ist und der Dihydroxyindoicarbonsiure angehéren mu. Da 
wir bei der mit Hydrosulfit reduzierten Leukoform des Adrenochroms 
einen schnellen Zerfall fanden, dachten wir, daB es sich auch hier um 
eine Reduktion und darauffolgenden schnellen Zerfall der Leukoform 
und nicht um eine katalytische Beeinflussung der intramolekularen 
Oxydoreduktion handeln kénnte. Es ergab sich aber, wie noch spater 
gezeigt wird, daB die Leukoform des roten Chinons ziemlich stabil ist, 
wenn sie durch Reduktion mit einer kleinen Menge kolloiden Palladiums 
gewonnen ist. Bei Gegenwart von einer gréBeren Menge kolloidalen 
-alladiums oder SO, zerfallt sie sehr langsam und ist also viel be- 
standiger als das Leukoadrenochrom, dessen Unbestandigkeit auch 
durch Reduktion mit kolloidalem Palladium bestatigt wurde. 

Wir kénnen also die erwahnte anodische Stufe nach dem Raperschen 
Schema der Dihydroxyindolearbonsdure zuschreiben. Diese Resultate 
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erméglichen uns die gleichzeitige Bestimmung des roten Chinons und 
Dihydroxyindols + Dihydroxyindolcarbonsaure. 

Mit einer geringeren Genauigkeit kann man auch die Mengen des 
Dihydroxyindols und der Dihydroxyindolcarbonsaéure einzeln ab- 
schatzen. Sie geben uns auch eine zuverlissige Methode fiir die Ver- 
folgung der Kinetik der intramolekularen Oxydoreduktion des roten 
Chinons, die fiir die Kinetik der Tyrosinasewirkung von Bedeutung ist. 
AuBerdem wird es auch méglich sein, die Menge O, bzw. H.O., die 
zur Melaninbildung aus Dihydroxyindol erforderlich ist, festzustellen. 
Es ist nimlich méglich, das Verschwinden der Dihydroxyindolstufe 
und der Sauerstoff- bzw. Peroxydstufe quantitativ zu verfolgen. 


Die reversible Reduktion des roten Chinons 
auf der Quecksilbertropfelektrode, 


Um festzustellen, ob das rote Chinon in bezug auf die Quecksilber- 
tropfelektrode reversibel ist, wurde es chemisch durch Wasserstoff in 
Gegenwart von kolloidalem Palladium und durch Hydrosulfit reduziert. 
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Abb. 4. Polarographische Kurven 1. des roten Chinons, 2. seiner Leukoform nach der 
Reduktion mit einer geringen Menge Pd—Hy. Phosphatpuffer py 6,5. 


Bei der Reduktion durch Wasserstoff in Gegenwart von kleinen Mengen 
kolloidalen Palladiums ist die anodische Stufe der Leukoform ganz 
identisch mit der kathodischen Stufe der oxydierten Form und auch 
das Halbstufenpotential andert seine Lage nicht. Das rote Chinon 
wird also an der Quecksilberelektrode reversibel oxydiert und reduziert. 
Die Leukoform ist bei diesen Bedingungen ganz stabil. 
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Eine interessante Erscheinung wurde bei der Reduktion mit 
Wasserstoff in Gegenwart einer gréBeren Menge kolloidalen Palla. 
diums beobachtet. 

Der anodische Diffusionsstrom der Leukoform des roten Chinons 
ist namlich unter diesen Bedingungen viel gréBer als der kathodische 
Diffusionsstrom der oxydierten Form. Die Erklarung, daB die Leuko.- 
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Abb. 5. Polarographische Kurven 1. einer Lésung des roten Chinons py 6,5, 2. erhéhte 
anodische Stufe nach der Reduktion derselben Lésung mit einer gréBeren Menge kolloidalen 
Palladiums. 


form des roten Chinons auBer der Reduktion noch durch katalytische 
Hydrierung der Indolderivate gebildet wird, ist aus folgenden Griinden 
unzulanglich: 


1. Der anodische Diffusionsstrom ist gréBer als die Summe der 
Stufen des roten Chinons und Dihydroxyindols. 


2. Wenn wir das rote Chinon ganz durch intramolekulare Oxydo- 
reduktion entfarben lassen, dann kénnen wir aus der Dihydroxyindol- 
lésung durch katalytische Hydrierung nicht die Leukoform des roten 
Chinons zuriickbekommen 


Es wurde im Gegenteil festgestellt, da man bei diesen Bedingungen 
bei einigen Redoxsystemen, z. B. Chinon-Hydrochinon, eine zwei- bis 
dreifache Erhéhung des anodischen Diffusionsstroms bekommen kann. 
Diese Erscheinung wird qualitativ durch eine Reduktionswirkung des 
Wasserstoffs, der durch die im Grenzphasengebiet enthaltenen Kolloid- 
teilchen des Palladiums aktiviert wird, erklart. Es handelt sich hier 
eigentlich um eine gekoppelte katalytische Oxydation des Wasserstoffs 
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an der Elektrode, wobei das kolloidale Palladium als Aktivator des 
Wasserstoffs (Analogie zur Dehydrase), das rote Chinon und seine 
Leukoform als Ubertrager (Co-Ferment) und die Elektrode als Elek- 
tronenacceptor arbeitet. Es handelt sich also um ein ausgesprochenes 
Modell des oxydierenden Systems der Zelle. An der Elektrode wird 
der aktivierte Wasserstoff auch bei einem sehr positiven Potential 
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Abb. 6. Polarographische Kurven 1. einer Lésung des roten Chinons, 2., 3., 4. nach Reduktion 
mit Hydrosulfit. Die Kurven wurden in 10-Minuten-Intervallen aufgenommen. py 6,5. 
(Mit Stern ist die durch Nebenreaktion gebildete Stufe bezeichnet.) 


nicht oxydiert. Durch Koppelung mit einem passenden Ubertrager 
kann man die Oxydation auch bei verhaltnismaBig negativen Potentialen 
der Elektrode erreichen. Uber diese Erscheinung wird an anderer 
Stelle ausfiihrlich berichtet. 

Die Hydrosulfitreduktion des roten Chinons verlauft ganz analog 
wie die Hydrosulfitreduktion des Adrenochroms. Das rote Chinon wird 
teilweise reversibel reduziert, teilweise aber reagiert es mit Hydrosulfit 
und es bildet sich eine negative kathodische Stufe, die wir der Additions- 
verbindung zuschreiben. Nach der Hydrosulfitreduktion zerfallt die 
Leukoform des roten Chinons viel langsamer als die des Adrenochroms 

Das Halbstufenpotential des roten Chinons ist von den Konstanten 
der Kapillare und von der Konzentration der Lésung unabhangig. 


Verschiebungen des Halbstufenpotentials mit Zunahme der Kon- 
zentration der Lésung wurden hier also nicht gefunden. Das alles 


spricht dafiir, daB das rote Chinon in bezug auf die Quecksilbertropf- 
elektrode reversibel ist und seine Halbstufenpotentiale den normalen 
Redoxpotentialen entsprechen. 
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Die Messung der Halbstufenpotentiale, 


Die Halbstufenpotentiale wurden in Citrat- und Phosphatpuffern 


gemessen. Das py der Pufferlésungen wurde potentiometrisch bestimmt. 
Aus diesen Messungen ergaben sich folgende Werte in bezug auf die 


n Kalomelelektrode. 


pu 3,62 (Citrat) Halbstufenpotential 32 mV 
ee Ss | = a —- 63 ,, 
», 4,64 “s ms 105 ,, 
» 4,72 $9 is - 119 ,, 
», 4,92 ye Se - 132 ,, 
» 5,05 a aN: 144 ,, 
» 5,29 is ay 154 ., 
» 95,50 is ss — 175 ,, 
,, 6,18 “e ss 224 ,. 
», 6,48°(Phosphat) ‘io 246 ,, 
» 8,30 mY Hf — 384 ,, 


Abb. 7 gibt diese py-Abhangigkeit des Halbstgfenpotentials in 
bezug auf die Normalwasserstoffelektrode graphisch wieder. 

Die Differenz der Indexpotentiale 
betragt im ganzen gemessenen py-Be- 
reich 15 bis 16 mV, was praktisch der 
normalen Zweielektronenreduktion ent- 
spricht. 


500 
mV 














Die polarographische Apparatur 
wurde von der Firma Dr. Nejedly, 
Prag-Vokovice, hergestellt. 





Zusammenfassung, 

Es wurde polarographisch die enzy- 
matische Oxydation des Tyrosins ver- 
4 Suaae GARI MOIRA Suiaa Wn Gn folgt. Die Oxydationsprodukte des 
Tyrosins, das rote Chinon und das 
Dihydroxyindol, geben polarographi- 
sche Stufen und man kann sie daher 
nebeneinander bestimmen. Die Stufe 

Pu—e des roten Chinons ist reversibel. Bei 

Abb. 7. py-Abhiingigkeit des Hatb- 4¢m Dihydroxyindol und der Dihydro- 
stufenpotentials des roten Chinons. xyindol-2-carbonsiure wurde die Re- 
mE On no aa HaHlek-  Versibilitat nicht bewiesen. Bei der 
Reduktion des roten Chinons mit 

Wasserstoff in Gegenwart von kolloidalem Palladium wurde eine Er- 
héhung des anodischen Diffusionsstroms beobachtet. Diese wird 
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Polarographische Untersuchung der Melaninbildung. 2h 


durch gekoppe!te katalytische Oxydation der H-Atome erklart. 
Ebenfalls durch das Hydrosulfit wird das rote Chinon teilweise 
reversibel reduziert, teilweise reagiert es aber mit ihm auch anders. 
Nach der Hydrosulfitreduktion zerfallt die Leukoform sehr langsam. 
Nach der H, Pd-Reduktion ist sie fast ganz stabil. Sie ist also betracht- 
lich bestandiger als die Leukoform des Adrenochroms. Es wurden 
Halbstufenpotentiale des roten Chinons, die den Redoxpotentialen 
entsprachen, bei verschiedenen py-Werten gemessen. Fiir py 7 (Normal- 


H,-Elektrode) wurde ein Halbstufenpotentialwert 0,002 Volt ge- 
funden, 
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Verschiedener Ammoniakgehalt von Venenblut 
und Fingerblut. 
Von 
E. Strehler, J. Haas und F. Rupp. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Bern.) 


(Eingegangen am 18, November 1942.) 


In einer friiheren Arbeit konnten wir zeigen, daB der Ammoniak- 
gehalt des Blutes durch Zufuhr von Sauerstoff erhéht, durch CO,- 
Sattigung erniedrigt werden kann, und zwar um einen ganz bestimmten 
kleinen Betrag (1). In Anlehnung an Untersuchungen von Conway (2) 
kamen wir auf die Vermutung, daB es sich um einen reversiblen enzymati- 
schen Vorgang handelt, wobei wahrscheinlich Adenosin durch die 
Adenosin-Desaminase des Blutes in Gegenwart von O, gespalten, in 
Gegenwart von CQ, resynthetisiert wird. Die Frage, ob diese Reaktion 
auch physiologischerweise im Blutkreislauf vorkommt, wurde vorlaufig 
offengelassen. In vereinzelten friiheren Bestimmungen war uns schon 
der héhere Ammoniakgehalt im arterialisierten Fingerblut im Vergleich 
zu Venenblut aufgefallen, was auch den AnstoB zur experimentellen 
Bearbeitung des Problems gegeben hatte. Erst in letzter Zeit war es 
uns dank einer verbesserten Methode der Fingerblutentnahme méglich, 
die friiheren Ergebnisse zu iiberpriifen. 


Methode, 


Das Venenblut wurde durch Venenpunktion gewonnen, in einem 
Porzellanschailchen mit Kaliumoxalatkristallen aufgefangen und zwecks 
Ammoniakbestimmung sofort in die bereitgestellten Conway-Schalen 
pipettiert. 


Das Fingerblut entnahmen wir durch Schnepperstich. Der Finger 
tauchte in ein GefiB®, das an der elektrischen Vakuumpumpe ange- 
schlossen war, so da hellrotes Blut rasch und in gentigender Menge 
ausfloB (12cem in 15 Sekunden). Sofort anschlieBende Ammoniak- 
bestimmung nach Conway (3)*. 


* Die klinische Anwendung dieser Methcde der Fingerblutentnahme 


wird andernorts beschrieben (Diss. Rupp, in Vorbereitung). 
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Ergebnisse, 


1. 8S. E., 30jahrig, gesund, Venenblut: 0,0317 mg% NH,-N 
Fingerblut: 0,119 pe 7 


bo 
= 
— 
~~ 


25jahrig, gesund, Venenblut: 0,033 __,, - 
Fingerblut: 0,126 i 9 


3. E. St., 24jahrig, gesund, Venenblut: 0,0635 
Fingerblut: 0,103 _,, ” 


4. M.S8., 27jahrig, gesund, Venenblut: 0,0608 
Fingerblut: 0,115 


” ” 


5. R.H., 25jahrig, gesund, Venenblut: 0,041 33 
Fingerblut: 0,114 


Durchschnittlicher Unterschied: 0,069 mg% NH,-N 


Diskussion, 


Der Ammoniakgehalt ist im strémenden Blut nicht iiberall derselbe. 
Im Venenblut ist er gering, im Fingerblut héher. Der Unterschied 
betrigt in der Ruhe etwa 0,069 mg% (Durchschnitt aus fiinf Unter- 
suchungen), liegt also in der GréBenordnung des «-Ammoniaks. Nach 
Conway setzt im Venenblut, das an der Luft stehengelassen wird, eine 
rasche Zunahme des Ammoniakgehalts bis auf etwa 0,05 mg% ein, 
welche durch das Entweichen von CO, verursacht ist und durch Auf- 
rechterhaltung einer CO,-Atmosphare verhindert werden kann (¢-Ammo- 
niak). Ungefahr die gleiche Menge kann auch in vitro durch O,- und 
CO,-Sattigung zum Erscheinen und zum Verschwinden gebracht 
werden. Es ist wahrscheinlich, daB dieser CO -Mechanismus auch fiir 
den verschiedenen Ammoniakgehalt im Venenblut und im arteriellen 
Blut in Betracht kommt. Da das x-Ammoniak vermutlich aus Adenosin 
oder Adenylséure abgespalten wird und der Vorgang reversibel ist, so 
besteht die Méglichkeit, daB in CO,-gesaittigten Biutbezirken Adenosin 
oder Adenylsdure vorhanden sind, in O,-reichem Blut nur die unwirk- 
samen Spaltprodukte. Das CO, wiirde die gefaBerweiternde Wirkung 
dieser Stoffe regulieren, und zwar in dem Sinne, da die GefaBe weiter 
gedffnet werden, je mehr das Blut mit CO, beladen ist. Es ist selbst- 
verstandlich, daB diese Uberlegung nur als Arbeitshypothese aufzu- 
fassen ist. 

Zusammenfassung, 

1. Es wird kurz eine Methode beschrieben, mit welcher mehrere cem 

Blut durch Schnepperstich aus der Fingerbeere entnommen werden 


kénnen (Blutentnahme im Vakuum). 
Biochemische Zeitschrift Band 314. 15 
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2. Im Fingerblut ist mehr Ammoniak vorhanden als im Venenblut 
Der Unterschied liegt in der GréBenordnung des «-Ammoniaks (Conway) 
und ist. wahrscheinlich durch den verschiedenen CO,-Gehalt bedingt 
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Micro-Diffusion Analysis and Volumetric Error, 1940. 
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Das Zeitgesetz der diastatischen Verfliissigung 
von Stirkekleister. 
Von 
Arnulf Sippel, Freiburg i. Br. 


(Eingegangen am 18. November 1942.) 


Die Kinetik der diastatischen Verfliissigung von Starkekleister 


ist schon Gegenstand zahlreicher Arbeiten gewesen. Dabei wurden 
die verschiedensten mathematischen Ausdriicke angegeben, um den 
Vorgang zu beschreiben. So wurde z. B. die Reaktion als monomolekular 
bezeichnet von G. Orestano! (zitiert nach M.Samec, Die neuere Ent- 
wicklung der Kolloidchemie der Starke). Derartige spezielle An- 
nahmen diirften um so mehr verfriiht sein, als der Zusammenhang 
zwischen Zahigkeit (besonders bei mittleren und héheren Konzen- 
trationen) und KettenmolekiilgréBe noch in mancher Beziehung besser 
geklart werden muB. 

Kine einfache, aber wichtige Beziehung haben Blom und Bak2 
aufgestellt; diese besagt, daB die Zeitspanne t; —t., die nétig ist, um 
die Zahigkeit eines Starkekleisters von einem festgelegten Wert Z, 
auf einen gleichfalls festgelegten Wert Z. zu senken, der Enzym- 
konzentration umgekehrt proportional ist. 

Diese — bei vielen Enzymreaktionen anzutreffende — Beziehung 
zwischen Zeit und enzymatischer Wirkung stellt jedoch noch keineswegs 
ein Zeitgesetz des Verfliissigungsvorgangs dar. Von einem solchen 
kann erst die Rede sein, wenn eine Aussage tiber die Zahigkeit und ihre 
Anderung sich nicht nur auf zwei bestimmte Zeitpunkte, sondern auf 
jeden Punkt des der Beobachtung zuginglichen Zeitintervalls erstreckt. 


Ein solches -— bei Anwendung hochverdiinnter Malzausziige 
giltiges — Zeitgesetz wurde vom Verfasser bereits im Jahre 1931 auf- 
gefunden3; es wird hiermit erstmalig veréffentlicht, nachdem nunmehr 
die Firma Ireks A. G., Kulmbach, entgegenkommenderweise hierzu 
ihre Zustimmung erteilt hat, wofiir ihr auch an dieser Stelle der besondere 
Dank des Verfassers ausgesprochen sei. 

Das Ergebnis der damaligen Untersuchungen war folgendes ge- 
wesen : Versetzt man bei 20° C im Thermostaten Kleister aus Arrowroot- 
stiirke oder Weizenstairke mit einem sehr stark verciinnten Malzauszug, 


1 Bull. Soc. chim. biol. 14, 1531, 1932. — ? Zeitschr. f. physiol. Chem. 
256, 197, 1938. — * Niedergelegt in den Akten des Forschungslaboratoriums 
der nachstehend genannten Firma. 


15* 











228 A. Sippel : 


der durch eine stark verdiinnte Phosphatlésung gepuffert ist, so nimmt 

die reziproke Zahigkeit streng linear mit der Zeit zu. Dabei ist die Zu- 

nahme in der Zeiteinheit proportional der Konzentration an _ ver- 

fliissigender Diastase (bzw. umgekehrt proportional der Verdiinnung 

des Malzauszugs). Die Geraden, welche diese lineare Beziehung fiir je 

eine bestimmte Enzymkonzentration darstellen, haben einen gemein- 

samen Schnittpunkt fiir die Reaktionszeit t = 0. Wenn man diese 

Beziehungen durch eine Formel ausdriickt, so erhalt man: 

1 " 

Z a+ bt. (LL) 

Dabei bedeuten: 

Z die Zahigkeit [AusfluBzeit des Kleisters dividiert durch die Ausflub- 
zeit einer EKichlésung (Glycerin-Wasser-Gemisch)], 

t die Zeit, die seit Vermischung von Kleister und Enzymlésung ver 
strichen ist (in Minuten), 

E die Enzymkonzentration (in willktirlichen Einheiten bzw. die rezi. 
proke Verdiinnung), 

a und 6 sind Konstanten, die zum mindesten fiir ein und denselben 


Kleister unveranderlich sind. 


Die Ubereinstimmung dieser Beziehung mit den experimentellen 
Befunden ist sehr gut, wie aus der nachstehenden Tabelle I hervorgeht, 
in welcher die reziproke Zahigkeit 1/Z der seit Reaktionsbeginn ver- 
strichenen Zeit ¢ gegeniibergestellt ist. 


Tabelle I. 





1 

1 1 4 — 
: . °% ae * 
A we é 0,89 0,178 
12.5 5 42 0,77 0,154 
9 me 0,88 0,176 
22 7,12 = 108 
ee ee 
82,5 8,79 | 0.89 0.178 

37,5 9,68 , 


* Bei einer AusfluBzeit von 43,3 Sekunden. 


Bildet man den Differenzenquotienten mit Hilfe des ersten und 
letzten Wertes der MeBreihe, so erhalt man 0,168; von diesem Wert 
weichen die einzelnen Werte der dritten Spalte nur wenig ab. Aus 
der guten Konstanz dieser Werte geht hervor, daB tatsachlich eine 
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lineare Abhangigkeit der GréBen 1/Z und ¢ voneinander vorliegt. Es 
besteht also eine Beziehung der Form 

1 

Z~ ats. {L) 
Macht man aber Messungen nicht nur bei einer bestimmten Enzym- 
konzentration H, sondern MeBreihen bei verschiedenen Enzymkonzen- 
trationen und ermittelt aus jeder MeBreihe den zugehérigen Differenzen- 
quotienten s, so ergibt die Gegeniiberstellung von s und der angewandten 
Enzymkonzentration EL (bzw. der reziproken Verdiinnung 1: V des 
benutzten Malzauszugs) wiederum eine sehr gute Proportionalitat, 
wie Tabelle II zeigt. 





Aus Tabelle II geht hervor, Tabelle II. 
daB man s = bE setzen darf, 
so daB Gleichung (I) tibergeht E = ¥ 8 b i 
in Gleichung (II): 
26 79 31,6 
3 a+ bEt. (LL) 0005" elas sas 
0,01 0,345 34.5 


Bei den vorstehend aufge- 
fiihrten Versuchsreihen war eine 
Selbstverfliissigung des Kleisters nicht eingetreten; falls man jedoch 
einer solchen — sie ist meist sehr gering Rechnung zu tragen hat, kann 
dies mittels eines zu bE tretenden Korrekturgliedes ¢ geschehen, so daB 
Gleichung (II) in Gleichung (III) iibergeht: 

1 Lat (Eto. (ITT) 
; Z 

Tabelle III gibt ein Beispiel fiir eine geringe Eigenverfliissigung eines 

(bei anderer Gelegenheit hergestellten) Kleisters. 


Es 1aBt sich leicht zeigen, Tabelle TI. 
daB zwischen dem oben auf- 
gestellten Zeitgesetz der enzy- 





1 , P 
: ‘. : t = Z 
matischen Starkekleisterver- 4 rinse 
fliissigung und der Beziehung 
von Blom und Bak kein Wider- 10 7,30 
spruch besteht. Vielmehr schlieBt 20 4,26 
masse 30 7,36 0,002 
das obige Gesetz die Blom- und 40 7,30 
Baksche Beziehung ein, und zwar 50 7,37 


derart, daB, wie im folgenden 
gezeigt wird, die Blom- und Baksche Beziehung aus dem Zeitgesetz 
[Gleichung (II)] abgeleitet werden kénnte, waihrend es umgekebrt 
natiirlich nicht méglich ist, das Zeitgesetz aus der Blom- und Bakschen 
Beziehung abzuleiten. 

Beweis. Bei zwei verschiedenen Versuchen mit den Enzymlésungen p 
und q seien die zugehérigen Enzymkonzentrationen E, und E,. Die zu dem 


Intervall Z, — Z, gehorigen Zeitspannen seien t, — t, baw. t, — ty. 
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Dann folgen aus dem oben vom Verfasser angegebenen Gesetz folgende 
vier Gleichungen [als Anwendungen von Gleichung (11)]: 


z= a +- bt, E,. (IT a) 
a + bt, BE 
Zi =a-+ bt, EB, (IIb) 
1 
Z, =a + bt, E, (IIe) 
l 
Z, =a+bti,F. (IId) 
Durch Vergleichung von (Ile) mit (Ila) ergibt sich: 
t,E = tsL,. (IV) 
Durch Vergleichung von (IIb) mit (II d) ergibt sich: 
H, = t,E,. (V) 


Subtrahiert man (IV) von (V), so erhalt man: 
(t, -- 4), = (t, — ts) E. (VI) 


Diese Gleichung ist aber nichts anderes als die von Blom und Bak gefundene 
Beziehung. 

Keineswegs aber kann man etwa umgekehrt aus der Beziehung von 
Blom und Bak das vom Verfasser aufgefundene Zeitgesetz der diastatischen 
Starkekleisterverfliissigung ableiten. Die Blom-Baksche Beziehung_ ist 
vielmehr mit verschiedenen Zeitgesetzen vertraglich. Man sieht dies leicht 
ein, wenn man z. B. dem Zeitgesetz folgende Form unterstellt : 


1 ° 
—=-a+btk. (VII) 
RR 

Man erkennt ohne weiteres, daB man auch von dieser Beziehung ausgehend 
ganz analog der obigen Ableitung wieder zur Blom-Bakschen Beziehung 
gelangen kénnte. Diese besitzt also eine gewisse Vieldeutigkeit, wahrend 
das vom Verfasser aufgefundene Zeitgesetz eindeutig ist. 


MeBtechnisch ist wichtig, daB man zur Bestimmung der (relativen) 
Enzymkonzentration nur zweier Zahigkeitsmessungen bedarf, die zu 
beliebiger Zeit gemacht sein kénnen. Ja, es geniigt in manchen Fallen 
schon eine einzige Messung im Hinblick auf den gemeinsamen Schnitt- 
punkt der Geraden im erwahnten Diagramm. 


Einzelheiten der Messung. 17 g Arrowrootstirke-Trockensubstanz bzw. 
25 g¢ Weizenstirke-Trockensubstanz werden mit 50 cem Wasser angeriihrt. 
in 450 cem siedendes Wasser eingeriihrt und mit 50 ccm Wasser nach 
gespiilt. Der Kleister wird unter gelegentlichem Umriihren 20 Minuten in 
einem siedenden Wasserbad belassen, danach durch ein engmaschiges Sieb 
aus Bronzedraht geseiht (Maschenweite entspricht Schweizer Seidengaze 
Nr. 7). Auf den Riickstand wird verzichtet. Es ist wichtig, daB der nunmeh: 
homogene Kleister unter standigem Umriihren, besonders auch Umriihren 
an der Wand, am besten in einem kalten Wasserbad, auf die Temperatul 
der Messung abgekiihlt wird. 
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Aus 20 g Malz und 500 ccm Wasser wird in iiblicher Weise (z. B. wie 
dies bei der Messung des Diastasegehalts nach Windisch-Kolbach geschieht, 
ein Auszug hergestellt, filtriert und aufs Zehnfache verdiinnt. (Je nach 
dem Diastasegehalt des Malzpraparats wird man natiirlich eine entsprechend 
abweichende Verdiinnung wahlen.) Von dieser Verdiinnung werden 10 ccm 
mit 10cem der unten angegebenen Pufferlésung vom py 5,58 vermischt 
und auf 50 ccm aufgefiillt. 3 ccm dieser Lésung werden zu 30 cem Kleister 
gegeben und der Zeitpunkt der Vermischung als Reaktionsbeginn angesehen. 
Die einzelnen eben genannten Lésungen hatte man zuvor auf die Tem- 
peratur der Messung gebracht. 

Die Messung selbst vollzieht sich in einem Ostwald-Viskosimeter! mit 
einer Durchlaufszeit fiir reines Wasser von etwa 2 Sekunden, das man sich 
in geeigneter Weise geeicht hat. Diese Messung wiederholt man in geeigneten 
Zeitabstanden solange, als die DurchfluBzeit noch einen gut meSbaren 
Wert hat, mit einer guten Stoppuhr. Man kann etwa sechs oder mehr 
derartige Viskosimeter in einem Wasserthermostaten unterbringen (20° C) 
und an ihnen abwechselnd die Messungen vornehmen. Auf diese Weise 
kann man bequem mehrere MeBGreihen nebeneinander erhalten. 

Zur Ermittlung der Eigenverfliissigung des Kleisters bzw. der Kon- 
stanten ¢ wird ein Blindversuch in der Weise durchgefiihrt, daB an Stelle 
des Malzauszuges Wasser verwendet wird. Falls der Malzauszug gréBere 
Mengen Salze oder andere Stoffe enthalt, die imstande sind, Starke zu 
verfliissigen, fiihrt man den Blindversuch statt mit Wasser mit aufgekochtem 
bzw. griindlich enzymfrei gemachtem Malzauszug durch. 

Pufferlésung. Es wurde nicht gepriift, ob der py-Wert der verwendeten 
Pufferl6sung der fiir die angewendeten Reaktionsbedingungen optimale ist. 
Die Pufferlésung wurde folgendermaBen bereitet : 

Es wurde eine Mischung von Primarphosphat und Sekundirphosphat 
verwendet ?, und zwar wurden 9,078 g priméres Kaliumphosphat kristallisiert 
(nach Sérensen) zum Liter gelést (Merck, Nr. 4873). Zur Herstellung der 
Sekundarphosphatlésung wurden 11,874 g sekundires Natriumphosphat 
pro analysi kristallwasserhaltig, Merck, Nr. 6579, zum Liter gelést. SchlieB- 
lich wurden 5 Volumenteile der Sekundiarphosphatlésung mit 95 Volumen- 
teilen der Primarphosphatlésung vermischt und diese Mischung als Puffer- 
lésung verwendet. 


Zusammenfassung, 
Fir Stirkekleister, die (unter gewissen Bedingungen) bei 20° C 
oder ahnlichen Temperaturen der. Einwirkung hochverdiinnter Malz- 
ausziige unterliegen, wird das Zeitgesetz der Verfliissigung angegeben, 


1 Von z. B. 10 cem Fiillvolumen. 2 Siehe Rona, Praktikum der 
physiologischen Chemie, I. Teil, Fermentmethoden. 














Uber die Natur der Amylase 
des Rhizopus japonicus (Amylomyces-8). 
Von 
Heinrich Leopold und Minko P. Starbanow. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie der 
Deutschen Technischen Hochschule in Briinn.) 
(Eingegangen am 26, November 1942.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die am haufigsten untersuchte Schimmelpilzamylase ist die aus 
Aspergillus oryzae gewonnene Takadiastase. Die Arbeiten, welche die 
Frage nach der Einheitlichkeit der Schimmelpilzamylasen behandelten, 
benutzten als Versuchsobjekt so gut wie ausschlieBlich den oben ge- 
nannten Pilz oder daraus hergestellte Praparate. 

R. Kuhn unterschied als erster auf Grund des optischen Ver- 
haltens der Starkespaltprodukte zwischen «- und f-Amylasen, die 
unter Heranziehung der Ergebnisse von F. Ohlsson 2 mit Dextrinogen- 
bzw. Saccharogenamylase identisch sind. Erstgenannter Forscher 
betrachtete die Amylase des Aspergillus oryzae als ein «-Enzym. Ebenso 
fanden HF. Ohlsson und 7’. Swaetichin 3 keinen Grund, die Takaamylase 
als aus mehreren Komponenten zusammengesetzt anzusehen. Bis vor 
nicht langer Zeit wurden daher die Takaamylase und mehr oder weniger 
stillschweigend auch die iibrigen Schimmelpilzamylasen als einheitliche 
a«-Enzyme angesprochen. 

Merkwiirdigerweise ist aber die Takaamylase (und die tierischen 
Amylasen) mit der x-Malzamylase (Ohlssonsche Dextrinogenamylase) 
nicht identisch. Abgesehen davon, daB diese neben der Maltose auch 
Glucose als primares Spaltprodukt erzeugt4, ist sie auch durch eine 
ganz andere Verzuckerungsgrenze charakterisiert. Sie vermag zwar die 
Starke energisch zu verfliissigen, aber ihr Verzuckerungsvermégen ist 
relativ gering. Erst im Verein mit der f-Amylase, a!so in Form des 
in der Malzamylase vorliegenden natiirlichen Enzymgemisches, kommt 
die fiir die Garungsindustrie brauchbare starke Verzuckerung zustande. 
Eine solche erzielt man nun iiberraschenderweise auch mit der als 
einheitliche «-Amylase angesehenen Takadiastase sowie den Amylasen 
der industriell verwerteten Amylomyces-Arten (Amylomyces-f, Mucor 


1 Liebigs Ann. 448, 1, 1925. — # Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 20, 
1930. — ? Bull. Soe. Chim. biol. 11, 333, 1929. — 4K. Myrbéck, diese Zeitschr. 
807, 140, 1941. 
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Delamar). Tatsachlich liefert die Takaamylase dieselbe Verzuckerungs- 
kurve wie die natiirliche Malzamylase (« + p-Enzym). 

Den ersten sicheren Anhaltspunkt dafiir, daB Takaamylase aus 
zwei Komponenten besteht, fand Giesberger! mit Hilfe der Diffusions- 
methode nach Wijsman. Die Herkunft des untersuchten Praparats 
wird nicht naher angegeben. Einen weiteren Beitrag fiir die Uneinheit- 
lichkeit einer Aspergillusamylase lieferten J. Blom, A. Bak und 
B. Braae*, Sie untersuchten zwei vermutlich aus Asp. oryzae dar- 
gestellte Praparate, und zwar Polyzime ,,P**? und Takadiastase von 
-arke & Davis, London. Wahrend in letzterer nur ein Enzym («-Amylase ) 
aufgefunden wurde, enthielt erstere zwei Enzymkomponenten. Es wird 
vermutet, das bei der Herstellung der Takadiastase die eine Komponente 
(B-Amylase) verlorengegangen sei. Neuerdings konnte von Y. Tokuoka4 
in Koji (auf gedimpftem Reis geziichtetem Asp. oryzae) neben «Amylase 
auch f-Amylase einwandfrei nachgewiesen werden. K. Myrbdck und 
B. Oertenblad5 stellen sich sogar auf den Standpunkt, daB die aus 
Schimme!pilzen gewonnenen Amylasepraparate Mischungen von 
mehreren amylatisch wirkenden Stoffen sein diirften, da die Ver- 
zuckerungsgrenze und damit die Ausbeute an Grenzdextrinen von 
Praparat zu Praparat sehr stark variieren kann, dab also neben den 
beiden bekannten Amylasen noch ihrer Natur nach vorlaufig unbe- 
kannte ,,spezielle Amylasen‘ vorliegen diirften. 

Bei dieser Sach!age war es von Interesse, auch das Amylasesystem 
des technisch wichtigen Pilzes Rhizopus japonicus (Amylomyces-f) 
naher zu untersuchen und hierbei vor allem auf die eventuelle An- 
wesenheit von f-Amylase zu achten. Der genannte Pilz tbernimmt in 
warmen Gegenden, wo die Malzbereitung auf grobe Schwierigkeiten 
st6Bt, die Rolle des Diastasetragers, der die Starke des in den dortigen 
Brennereien verwendeten Maises zu verzuckern hat. Das auf der 
Verwendung dieses Pilzes oder einiger anderer sehr nahe verwandter 
Arten basierende Verfahren ist als Amyloverfahren bekannt®. 


1, Ziichtung des Schimmelpilzes, 


a) Die Reinzucht des Schimmelpilzes wurde wie friither’ auf 
Kartoffelscheibchen vorgenommen. Im _ Verlaufe der zahlreichen 


1 Kon. Akad. Wet. Amsterdam 387, 336, 1934. 2 Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 250, 104, 1937. 3 Takamine Laboratory Clifton, N. Y. * Bull. 


agric. chem. Soc. Japan 13, 61, 1937; Chem. Centralbl. 1987, I], 2195; 
Bull. agric. chem. Soc. Japan 14, 71, 1938; Chem. Centralbl. 1988, II, 
3098. 5 Die Methoden der Fermentforschung, herausgegeben von FE. Ba- 
mann u. K. Myrbdck, Leipzig, Verlag G. Thieme, 1941, 8. 1859. 6B. Galle, 
Angew. Chem. 36, 17, 1923. — * H. Leopold u. B. Buka, Centralbl. f. 
Bakt. IT, 97, 353, 1938; H. Leopold u. H.G. Germann, ebenda 102, 65, 1940. 
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Versuche war beobachtet worden, daB der Pilz manchmal trotz Ein- 
haltung der von W. Henneberg! vorgeschriebenen Bedingungen nicht 
oder nur schlecht zu wachsen vermochte. Der Grund hierfiir konnte 
nur im Nahrboden liegen, da fiir jede neue Kulturserie meist Kartoffeln 
anderer Herkunft oder verschiedenen Alters verwendet wurden. Die 
Aufmerksamkeit richtete sich auf das Solanin als eine der méglichen 
Ursachen, von dem nicht nur verschiedene Kartoffelsorten, sondern 
auch verschiedene Knollen derselben Sorte und sogar verschiedene 
Teile derselben Knolle ungleiche Mengen aufweisen kénnen. DaB ein 
groBerer Solaningehalt das Wachstum tatsiéchlich zu beeintrachtigen 
vermag, lehrten die folgenden Versuche. 


Die hierzu verwendeten Kartoffeln enthielten pro 100 g 45 mg Solanin, 
das nach der Methode von A. Bémer und H. Mattis? bestimmt wurde. 
Mit den Kartoffelscheibchen wurden 12 Kulturkolben beschickt und _ je 
3 derselben zu einer Serie vereinigt. Die Kolben der 1. Serie dienten als 
Kontrolle. Zu den Kolben der iibrigen Serien wurden solche Mengen Solanin 
(Solanin reinst, Merck, in sehr verdiinnter Essigséure gelést) gegeben, daB 
der Solaningehalt 55, 65 und 75 mg/100g Kartoffeln betrug. Letztere 
nahmen die Solaninloésung gleichmaBig auf. Nach der iiblichen Behandlung 
im Autoklaven wurden die Béden mit gleichen Mengen einer Sporen- 
suspension des Pilzes beimpft und 5 Tage lang bei 37° bebriitet. Wahrend 
sich der Pilz in den Kolben der Kontrollserie normal entwickelte, blieb 
das Wachstum auf den Kartoffelscheibchen mit gréBeren Solaningehalten 
schon nach dem zweiten Tag zuriick. Trotzdem sich hierbei auch Sporangien 
entwickelten, waren die Mycelien nach 5 Tagen niedrig, schiitter und sahen 
wie verwelkt aus. Es begann sich demnach schon ein Gehalt der Kar- 
toffeln an 55mg Solanin auf das Pilzwachstum nachteilig auszuwirken. 
Zu Beginn des Wacbstums ist die Wirkung des Giftes noch nicht so offen- 
sichtl.ich, aber mit fortschreitender Kulturdauer wird sie immer nach- 
haltiger. Weit intensiver ist erwartungsgemai8 der Einflu®B des Solanins 
auf das Pilzwachstum in einem fliissigen Nahrboden, als welcher eine klare 
Maismaische verwendet wurde, Hier wirkten schon 40 mg Solanin/100 cem 
Nahrfliissigkeit auf das Wachstum hemmend ein. Die Ergebnisse lieBen 
sich noch durch Aufstellung von Sporenkeimungskurven erweitern und die 
Ank>»imungsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Solaninkonzentrationen 
zahlenmaBig zum Ausdruck bringen. 


Nun bewirkt das von Henneberg vorgeschriebene Waschen der 
geschalten Kartoffeln nicht nur eine Entfernung von Schmutzteilchen, 
sondern auch eine teilweise Entgiftung. Der Solaningehalt nimmt 
bekanntlich von der Schale nach innen ab; wird eine geschalte Kartoffel 
nochmals geschalt, so findet man in den abgeschalten Teilen einen 
gréBeren Solaningehalt als in den anderen Teilen, d. h. daB das Solanin 
von innen nach auBen gewandert ist. Es wurden vergleichende Wachs- 
tumsversuche auf verschieden vorbehandelten Kartoffeln durchgefihrt : 


1 Handb. d. Garungsbakteriologie, Bd. I, Berlin, P. Parey, 1926. — 
2 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 47, 97, 1924. 
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a) die Kartoffeln wurden nach Henneberg verarbeitet ; b) die gewaschenen 
Kartoffeln wurden 3 Stunden gewdassert und dann erst aus ihnen Zylinder 
veschnitten ; c) es wurden die Zylinder und d) die Scheibchen gewassert. 
Am besten gestaltete sich das Wachstum auf den nach c) erhaltenen 
Kartoffelscheibehen, weshalb die weiteren Reinkulturen auf diesen 
vorgenommen wurden. Sicher ist die Entgiftung beim Wassern der 
Kartoffelscheibchen noch gréBer, doch werden offenbar gleichzeitig 
Stoffe (Salze) mit ausgewaschen, die fiir das normale Wachstum des 
Pilzes notwendig sein diirften. Natiirlich findet man nach den an- 
gefiihrten Vorbehandlungen nur bei solaninreichen Kartoffeln deutlichere 
Wachstumsunterschiede!. 

b) Als Nahrlésung fiir die Ziichtung gr6éBerer Pilzmycelmengen 
diente die seinerzeit verwendete klare Maismaische?. Doch erwies es 
sich als vorteilhaft, das Gemisch von geschrotetem Mais und mit 
Schwefelsiure angesiuertem Wasser vor dem DruckaufschluB im 
kochenden Wasserbad bis zum Verkleistern der Maisstarke zu_be- 
handeln, da man dann eine héher konzentrierte Nahrlésung erhalt. 
Eine nihere Untersuchung zeigte nimlich, daB eine gleichmaBige Ver- 
kleisterung und daher auch Verfliissigung der Maisstarke ohne die 
genannte Vorbehandlung nicht méglich ist, da die Starke infolge der 
im Autoklaven fehlenden Riihrung nicht auf einmal!, sondern schritt- 
weise von aufBen nach innen verkleistert, weshalb sich daselbst un- 
verinderte Maisschrotteilchen von verkleisterter Starke eingeschlossen 
vorfinden. Diese werden infolge verminderter Warmeleitung und des 
durch die Kleisterbildung bewirkten Wasserentzugs schwerer ver- 
kleistert und schlechter verfliissigt. 

Wahrend die Praxis den Pilz submers zur Entwicklung bringt 
wurden fiir die vorliegenden Zwecke Oberflichenmycelien verwendet. 
Die sterilisierte Maismaische von py = 6,1 wurde mit einer Sporen- 
suspension des Schimmelpilzes beimpft und gleichmaBig auf Drigalski- 
Schalen verteilt, die dann bei 37° aufgestellt wurden. In Uberein- 
stimmung mit unseren seinerzeitigen Beobachtungen fiel der pu-Wert 
der Nahrlédsung im Verlaufe des Wachstums bis auf etwa 3,0. Die 
Befiirchtung, daB der Sauregehalt des Mediums eine Schadigung der 
Pilzamylase nach sich ziehen kénnte, erwies sich als unbegriindet, da 
die pxu-Werte der aus den Mycelien gewonnenen Quetschfliissigkeiten 
wihrend desselben Zeitraumes nur bis 4,1 absinken. Die den Zellen 

1 Die Versuche wurden von Dipl.-Ing. S. Petroff durchgefiihrt. 

2 H. Leopold u. B. Buka, a.a. O. 3 Die Mycelien wurden nach dem 
Abheben von der Nahrlésung zur Entfernung des gréBten Teiles der 


letzteren von Hand aus gut ausgequetscht und erst die nunmehr durch 
Pressen erhaltene Fliissigkeit gesondert aufgefangen (Quetschfliissigkeit). 
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zunachst benachbarte Fliissigkeit weist also stets geringere Saéuregrade 
auf als das Naihrmedium selbst. In Enzymauszitigen aus Mycelien der 
verschiedensten Wachstumsstadien wurde immer ein pu = 5,9 ge- 





messen. 
Tabelle I. 
Wachstums- Pyu-Werte | py-Werte Wachstums- ! Py -Werte Py-Werte 
dauer in der Nihr- — in der Quetsch- dauer '| in der Nihr- | in der Quetsch- 
Std. losung fliissigkeit Std. | losung fliissigkeit 
0 6,1 100 4,1 5,4 
24 5,8 6,1 118 3,7 4,8 
48 5,5 6,0 144 3,5 4,5 
72 5,0 5,9 168 3,2 4,3 
92 4,7 5,6 216 3,2 4,1 





2. Verarbeitung des Mycels zu Enzympriiparaten 
und Gewinnung von Enzymlésungen, 

Nach ihrer Entwicklung wurden die Mycelien zur Entfernung von 
Stoffwechselprodukten 4 Stunden teils auf Leitungswasser, teils auf 
solchem mit 0,1 °Ciger Citronensiure hungern gelassen. Hierauf wurden 
sie mit Wasser gewaschen und abgepreBt. Ein Teil der Mycelien wurde 
fein zerschnitten und durch Behandlung mit Methyla!kohol und Aceton 
auf Trockenpraparate verarbeitet, aus denen die Enzymlésungen 
hergestellt wurden. Ein anderer Teil wurde mit Seesand sorgfaltig 
verrieben, das Ganze mit Wasser in einen MeBkolben iibergefiihrt und 
nach Toluolzusatz 4 Stunden stehengelassen. Zur Herstellung der 
einzelnen Enzymlésungen wurden Mycelmengen gleichen Trocken- 
substanzgehalts genommen. Durch vierstiindige Einwirkung derselben 
auf 2% ige, mit Acetatpuffer auf pu = 5,0 eingestellte Starkelésungen 
bei 37° wurde ihre enzymatische Kraft aus der Menge des gebi!ldeten 
Ziickers ermittelt. Es ergab sich hierbei, daB das Hungernlassen des 
Mycels auf Leitungswasser mit 0,1 %iger Citronensiure eine betrachtliche 
Abnahme der enzymatischen Wirkung nach sich zieht, weshaib die 
Verwendung von ungesduertem Leitungswasser vorzuziehen ist. Die 
aus den Trockenpraparaten hergestellten Enzymlésungen waren weit 
weniger aktiv als die aus frischen Mycelien durch Verreiben mit Seesand 
bereiteten. Mit dem Trockenpraparat wurde noch eine Reihe von 
Extraktionsversuchen angestellt: verschieden !anges Ausziehen mit 
Wasser bei gewéhnlicher Temperatur und bei 37°, Extraktion mit 
Acetat- und Phosphatpuffer (py = 5,1), mit 1%iger Papain- und 
1%iger Witte-Peptonlésung, mit Glycerin und Glycerin-Wasser-Ge- 
mischen. Es waren aber hinsichtlich der Aktivitaét der erhaltenen 
Enzymlésungen keine nennenswerten Unterschiede feststellbar. 

Daher wurde auf das Verfahren, das Mycel mit Seesand zu ver- 
reiben, zuriickgegriffen. Das von den Stoffwechselprodukten befreite. 
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gut gewaschene und von Wasser durch Pressen befreite Mycel wurde 
mit der Schere fein zerschnitten und mit Seesand sorgfaltig verrieben. 
Nach dem ersten 10 Minuten langen Verreiben wurde das Gemenge 
von Mycel und Seesand mit Wasser in einen Kolben tibergefiihrt, mit 
etwas Toluol versetzt und 4 Stunden bei 37° stehengelassen. Hierauf 
wurde unter Verwendung eines Tuchfilters vom Riickstand abgetrennt 
und dieser nochmals, eventuell unter neuerlichem Zusatz von Seesand, 
5 Minuten verrieben, mit Wasser verriihrt, abgenutscht und diese 
Operation einigemal wiederholt. In der Tabelle II ist die mittels des 
Verfliissigungsvermégens nach 7’. Chrzaszcz! ermittelte Enzymaktivitat 
einzelner Fraktionen zusammengestellt, die bei der Aufarbeitung zweier 
gleicher Mycelmengen (je 15,5g) gewonnen worden waren. Nach 
jedesmaligem Zerreiben wurde mit je 100 cem Wasser aufgenommen. 


Tabelle II. 





3 I} Die zur Verfliissigung von 1g Stiirke névigen ccm Enzymlésung. 
Versuchs- Fraktionen 


reihen | 
1 , 3 4 5 6 7 
I 0,35 1,00 1,60 1,80 2,00 2,20 2,70 
II 0,38 1,20 1,50 1,70 2,10 2,40 2,80 


Zunachst ist festzustellen, daB man bei gleichmabiger Arbeitsweise 
bei simtlichen Fraktionen der beiden Versuchsreihen zu reproduzier- 
baren Ergebnissen gelangen kann, was fiir den Vergleich von Mycelien 
verschiedenen Alters hinsichtlich ihrer Amylasemenge von Bedeutung 
ist. Die gréBte Enzymmenge wird in der 1. Fraktion erhalten, wahrend 
die zweite nur mehr etwa ein Drittel der ersten enthalt. Von der 2. Frak- 
tion an sinkt dann die Enzymmenge viel langsamer ab, denn erst die 
7. Fraktion weist etwa ein Drittel der der 2. Fraktion zukommenden 
Enzymaktivitaét auf. ZweckmaBig wird man daher, auch um Zeit und 
Miihe zu sparen, nur zwei bis drei Fraktionen verwenden, wobei man 
zwar, absolut gerechnet, weniger Enzvm, dieses aber in konzentrierterer 
Form gewinnt. 


3. Abhiingigkeit des Enzymgehalts vom Pilzalter, 


Bei Untersuchungen von Schimme!pilzen hat man vielfach fest- 
gestellt, daB die Diastasebildung gew6hnlich zu Beginn der Sporangien- 
bildung beendet ist, worauf die Ausscheidung des Enzyms aus den 
Hyphen in das Nahrmedium in erhéhtem Mabe vor sich geht. Unsere 
Versuche lieferten ein ahnliches Ergebnis. Aus Mycelien verschiedenen 
Kulturalters wurden in der oben angegebenen Weise unter gleichen 
Bedingungen Enzymlésungen hergestellt und auf ihr Verzuckerungs- 


1 Diese Zeitschr, 256, 252, 1932. 
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vermogen gepriift. In Abb. 1 sind die auf gleiche Trockenmycelmengen 
bezogenen Verzuckerungswerte gegen das Mycelalter aufgetragen. 


Nach 100 Stunden setzte die Sporangienbildung, nach 118 Stunden 
(etwa 5 Tagen) deren Reife ein, zu welcher Zeit das Mycel auch das 
Maximum an Amylase enthalt. Fiir die 
nachfolgenden Versuche wurden daher die 
Mycelien nach 4!/, bis 5 Tagen von den 
Nahrlésungen abgehoben und verarteitet. 





com 


S 


4, Priifung der Enzymlésung 
auf Amylophosphatase und Maltase, 

Bevor die eigentliche Untersuchung 
iiber die Natur der Amylase in Angriff ge- 
nommen werden konnte, war es notwendig, 
| sich tiber die An- oder Abwesenheit der 
Uw Wt) W tw ® dé + Amylophosphatase und Maltase im Enzym- 

Wachstumsdaver Sid, . See : ia 

aia auszug GewiBheit zu verschaffen. Ersteres 

Enzym verfliissigt ebenso wie «-Amylase 

Starkekleister, worauf bei den beabsichtigten Untersuchungen Riick- 

sicht genommen werden muBte. Die Maltase wieder bewirkt, dab 

auBer dem normalen niedrigsten Starkeabbauprodukt des diastatischen 

Abbaus, der Maltose, noch Glucose auftritt, wodurch die Zucker. 
bestimmungen bei Verzuckerungsversuchen kompliziert werden. 

a) Amylophosphatase. Aus 48 Stunden bei 37° gefiihrten Versuchs- 
ansitzen mit gepuffertem Starkekleister (px = 5,6) und Enzymlésung 
wurden von Zeit zu Zeit Proben entnommen und darin die Phosphor- 
siure mikroanalytisch nach Kuttner und Cohen! bestimmt. AuBerdem 
wurden Versuche mit Na-Glycerophosphat als Substrat angesetzt, 
welches Amylophosphatase ebenfalls spaltet?. In keinem Falle wurde 
P.O, in Freiheit gesetzt, so daB der Enzymauszug als frei von Amylo- 
phosphatase angesehen werden muB. 

b) Maltase. Die Enzymlésung wurde auf mit Phosphatpuffer 
(pu = 6,8) versetzte Maltoselésungen bei 37° einwirken gelassen. Ks 
konnte sowohl polarimetrisch als auch reduktometrisch? eine deutliche 
Spaltung der Maltose nachgewiesen werden, so daB Maltase im Enzym- 
auszug zugegen ist. In Enzymausziigen aber, welche zwecks Differen- 


Verzuckerung dodlosung 
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1 J. of biol. Chem. 75, 517, 1927; Praktikum d. physiolog. Chem. von 
P. Rona, 8. 145. Berlin, Springer, 1931. — * K. Mayer u. M. Klinger- 
Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 267, 115, 1940. — * Einmal wurde 
der Reduktionszuwachs nach Willstétter u. Schudel, das andere Mal die 
gebildete Glucose (neben Maltose) nach K. Sichert u. B. Bleyer (Zeitschr. 
f. analyt. Chem. 107, 328, 1936) ermittelt. 
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zierung der Amylasen einer Warmebehandlung bei 60° bzw. einer 
Séureeinwirkung (px = 4,2) ausgesetzt worden waren (s. spater), wird 
die Maltase zerstért, denn sie lieB sich daselbst nicht mehr nachweisen. 


5. Herstellung eines fiir viscosimetrische Messungen 
geeigneten Stirkekleisters, 


Das Starkeverfliissigungsvermégen wurde durch Verfolgung der 
Viscositaétsabnahme eines Stairkekleisters mit Hilfe des Héppler-Viscosi- 
meters ermittelt. Nun ist eine derartige Messung deshalb schwierig, 
weil ein auf gew6hnliche Weise bereiteter Starkekleister seine Viscositat 
schon im Verlauf kurzer Zeit von selbst 4andert. Dazu kommt noch die 
durch die MeBmethode als solche bewirkte Viscositatsabnahme, ob es 
sich nun um ein Kapillar- oder Kugelfallviscosimeter handelt. Nach 
Staudinger und Husemann! besteht die Starke aus langgestreckten, 
maBig verzweigten Molekii'en. Der als Strukturviscositaét der Starke 
bezeichnete Zustand auBert sich in der Bildung elastischer Gele, die 
durch mechanische Behandlung (Rithren, Durchpressen durch Kapilla- 
ren, Schiitteln usw.) reversibel in ein Sol tibergehen und hierdurch 
erheblich an Viscositaét verlieren. Molekularmechanisch gilt die Vor- 
stellung, daB die im Ruhezustand vorhandenen stibchen-, ketten- oder 
fadenfoérmigen Strukturaggregate erst dann ein laminares FlieBen 
gestatten, wenn sie durch die steigende Scheerkraft der zur Viscositiats- 
messung benutzten Faktoren (Durchpressen durch eine Kapillare, 
Fall einer Kugel) immer mehr in der Stromrichtung langsgestellt und 
parallel ausgerichtet werden, dadurch auch weniger untereinander 
und mit der Kapillarwand zusammenstoBen und eine geringere innere 
Reibung geben. 

Soweit bekannt, stellten S.Josza und H.C.Gore? als erste einen 
Starkekleister her, der sich fiir Viscositaétsmessungen sehr gut eignet und 
eine 24stiindige Viscosititskonstanz aufweist. Die Methode hat den Nach- 
teil, daB hierzu ein sehr schnell laufendes Riihrwerk (10000 Touren /Minute) 
zur Verfiigung stehen muB. E. Waldschmidt-Leitz und K. Mayer* ver- 
wendeten einen Kleister, der sich gut reproduzieren laBt, aber nur wahrend 
zweier Stunden nach der Fertigstellung verwendet werden kann. J. Blom 
und A. Bak* umgehen die oben erwahnten Schwierigkeiten durch eine 
besondere Versuchsanstellung bei der Viscositaétsbestimmung. Erst A. Janke 
und J. Holota® stellen wieder einen fiir Viscositat:best.mmur gen geeigneten 
Starkekleister durch Homogenisieren in einem von den Autoren konstruierten 
Apparat (Durchpressen durch eine Kapillaze) her. 

Es wurde versucht, mit einfachen Mitteln einen fiir den erwaihnten 
Zweck brauchbaren Kleister herzustellen. Zur Uberfiihrung des im 


1 Ber. 70, 1415, 1937. — * Ind. Engng. Chem., Analyt. Ed. 2, 26, 
1930. -— * Zeitschr. f. physiol. Chem. 236, 171, 19°5. — * Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 256, 197, 1938. — ® Wochenschr. f. Bi: . erei 56, 161, 1930. 
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{uhezustand ein elastisches Gel bildenden Kleisters in ein reversibles 
Sol wurde, ebenso wie von den zuletzt genannten Autoren, das Durch. 
pressen durch Kapillaren herangezogen, was durch Filtrieren durch, 


Glasfiltertiegel nach Schott bewerkstelligt wurde, deren Glassinterplatte 


ein System von vielen Kapillaren darstellt. 

Es wurden 4g Kartoffelstarke in 200cem Wasser suspendiert, 
unter standigem Riihren im kochenden Wasserbad verkleistert und 
1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. Hierauf wurde noch heiB durch 
einen Glasfiltertiegel 1 G 1 filtriert und nach dem Erkalten die Viscositat 
des Kleisters bei 40° gemessen. Die Bestimmungen erfolgten wahrend 
einer halben Stunde in Absténden von je 6 Minuten unter Verwendung 
der Kugel Il. Der Rest des Kleisters wurde aufbewahrt und seine 
Viscositat nach 24 und 48 Stunden gemessen. Wahrend dieser Zeit 
war die Viscositét um etwa 40 bzw. 6)% gesunken. Andererseits war 
aber der Kleister durch das Stehen ‘is le geworden, da die wahrend 
des Messens beobachtete Viscositétsabnahme geringer war. 


Tabelle III. 





Messung Fallzeit (¢ = 40°) nach Messung Fallzeit (¢ = 40°) nach 
nach Min. "Teta. | esta. | aaeed. | 8 Min (eta. | 24 Btd. | 48 Sta. 
0 1'57,3" | 1'6,5" 44,7 7 36 1'52,7” | 1'5,0” 43,6" 
6 1 56,8 1 7,5 44,5 42 1 52,3 1 4,7 43,3 
12 1 56,5 1 6,1 44,2 48 151,5 13,9 43,1 
18 1 56,2 1 6,0 44,1 54 1 51,0 13,4 43,1 
24 1 54,9 15,6 44,0 60 1 49,8 13,4 43,1 
30 1 53,2 15,1 43,7 





Ein wie oben hergestellter Kleister. wurde 24 Stunden stehen- 
gelassen, dann im kochenden Wasserbad erhitzt, durch Glasfiltertiegel 
1 G3 filtriert und in zwei Teile geteilt. Die eine Halfte wurde nach 
dem Anwiairmen im kochenden Wasserbad durch Glasfiltertiegel 1 G 3, 
die andere durch denselben Tiegel und hierauf durch 1 G4 filtriert. 
Die Viscositatsmessungen wurden wie oben sofort, nach 24 und 48 Stun- 
den durchgefiihrt. Die Fallzeiten schwankten im ersten und zweiten 


fr | eit 


Fall maximal zwischen 1’7,7” und 1/ 7,4” bzw. 17,9" und 1’ 7,7”. 


Tabelle IV. 








Messung Fallzeit (¢ = 40°) nach Fallzeit (¢ = 40°) nach 
en See, 24 Std. | 48 Std. 0 Std. 24 Std. “48 Std. 
0 Nay 1'7,6" 40" ae 1'7,9" 1'7,8" 
6 i he 17,6 17,7 1 7,9 1 7,9 17,8 
12 hy Ae 17,5 1 7,6 17,9 17,8 3 hy Ae 
18 by Pe 17,5 17,7 17,9 17,9 17,8 
2 1%,7 17,5 1 7,7 17,9 17,9 1G 
30 Put 1 7,4 1752 17,9 1747 Vist 
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Das Stehenlassen und 6ftere Erhitzen fiihrte zu einem Starke- 
kleister, dessen Viscositat weder durch die bei der Messung wirkenden 
Faktoren, noch durch 48stiindiges Stehen verdindert wird. Zu einem 
gleich guten Ergebnis gelangte man, wenn der Kleister vor und nach 
dem 24stiindigen Stehenlassen unter RiickfluB gekocht und jedesmal 
filtriert wurde. 

Um aber zu einem derartigen Kleister auf einem einfacheren und 
vor allem weniger zeitraubenden Wege zu gelangen, wurden noch 
weitere Versuche durchgefiihrt. Der Kleister wurde 1!/, Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht, viermal durch Tiegel 1 G2 filtriert, gleich 
anschlieBend wieder 1!/, Stunden unter RiickfluB gekocht und heib 
viermal durch Tiegel 1 G3 gegossen. Die bei 30° mit Kugel LII vor- 
genommenen Viscositétsmessungen lieBen ein recht befriedigendes 
Resultat erkennen. Bei zwei nach dieser Methode hergestellten Kleistern 
schwankten die Fallzeiten nach 20, 44 und 68 Stunden bzw. nach 


=~ =~? 


0, 24 und 48 Stunden maximal zwischen 3’ 27,6" und 3’ 27,5” bzw. 
zwischen 3’ 27,8" und 3’ 27,2”. 
schriebenen Wege in kurzer Zeit und auf einfache Weise einen homogenen 
Kleister herzustellen, dessen Viscositat 3 Tage lang trotz in der Zwischen- 
zeit durchgefiihrter Messungen konstant bleibt. 


Es gelingt demnach auf dem_ be- 


Es war nun noch eine andere Schwierigkeit zu_beriicksichtigen. 
Der zur Bestimmung des amylatischen Verfliissigungsvermégens be- 
nutzte Starkekleister muB gepuffert werden. Aus der schon zitierten 
Untersuchung von A. Janke und J. Holota! ergibt sich aber, daB Puffer- 
salze die Viscositat eines Starkekleisters wohl infolge einer Dehydrati- 
sierung der Amylophosphate herabsetzen. Von den hier interessierenden 
Puffern verringert Phosphatpuffer von py =- 5 die Viscositat des Starke- 
kleisters weniger als Acetatpuffer. Das Absinken der Viscositat zeigt 
sich jedoch nicht nur im Augenblick des Zusatzes der Pufferlésung, 
sondern es tritt mit der Zeit, vor allem bei hdherer Temperatur, noch 
starker in Erscheinung. Diese Nachwirkung auBert sich bei Phosphat- 
puffer (py -- 5) binnen 1 Stunde in einer Viscositatsabnahme von 8%, 
wihrend Acetatpuffer vom gleichen pxy-Wert den beim Zusatz sich 
ergebenden Anfangs-pu-Wert nahezu unverandert 1aBt. Ein Versuch 
mit homogenem Starkekleister, der mit 10% Acetatpuffer (pu = 5) 
versetzt worden war, ergab tatsichlich nur eine geringe Nachwirkung 
des Puffers, wie in Abstaénden von 5 bis 10 Minuten durch eine halbe 
Stunde vorgenommene Viscositaétsmessungen zeigten. Nach 20stiindigem 
Stehen war die Viscositat des Kleisters, in Kugelfallzeiten ausgedriickt, 


) -/ 


von im Maximum I’ 23,5” auf nur im Maximum I’ 21,4” gesunken. 
Man kann einen einwandfreien gepufferten Stairkekleister auch so 
herstellen, daB man fiir die Verkleisterung der Starke statt des Wassers 


1A.a.O. 
Biochemische Zeitschrift Band 314. 16 
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solches mit 10% Acetatpuffer verwendet (also auf 4g Starke 180 com 
Wasser und 20 cem Acetatpuffer) und sonst in bekannter Weise weiter 
verfahrt. Wahrend des Kochens andert sich der py-Wert nicht. Von 
einem derartigen Kleister wurden die Viscositéten nach 20-, 39-, 47- 
und 72stiindigem Stehen bei 36° im Verlauf je 1 Stunde (in Abstanden 
von 5 zu 5 bzw. 10 zu 10 Minuten) gemessen. Alle ermittelten Kugelfal!- 
zeiten lagen zwischen den Extremwerten 1’ 37,2” und 1’ 37,8”. Trotz 
dreitigigen Stehenlassens und der zwischendurch vorgenommenen 
zahlreichen Viscositaétsmessungen hatte sich die Viscositaét dieses 
Kleisters nicht geandert. Derselbe 14Bt sich, wenn er nicht sofort 
verwendet werden kann, nach dem Sterilisieren im str6menden Dampf 
aufbewahren. 


6. Die Px-Optima fiir das Verfliissigungs-, Dextrinierungs- 
und Verzuckerungsvermégen des urspriinglichen Enzymauszuges, 
a) Verfliissigung. In der eben beschriebenen Weise wurden unter 
Verwendung von Acetatpuffern Starkekleister von verschiedenen 
pu-Werten hergestellt. Je 55 ccm der Starkekleister wurden nach dem 

















% ) <a Anwarmen auf 379 mit 2 ccm 
w Sie ee ee der aus dem Pilzmycel ge 
5S ae | | y-$g3| Wonnenen Enzymlésung versetzt, 
S 30 at} Sin das Héppler-Viscosimeter ein- 
s ih fiillt und die Viscositaéten von 
S ii/ abel) ee ee oon 
Ned So oan ee Beginn in kleineren, spiter in 
S 7 : gréBeren Zeitabstinden im Ver- 
8 oy ee , 1-467! auf 1 Stunde gemessen. In der 
| Abb. 2 sind die fiir die einzelnen 

035 0 WE WE WE oH ©pu-Werte gefundenen Viscositits- 
—o Mm. \kurven eingezeichnet, ausge- 


driickt als Abnahme der Kugel- 
fallzeiten in Prozenten der Fallzeiten der entsprechenden Leerversuche. 
welche statt mit Enzymlésung mit 2ccm Wasser angesetzt wurden. 

Die gréBte Viscosititsabnahme erfolgte bei einem px = 5,0, bei 
welchem demnach das Optimum der Verfliissigung liegt. 

b) Dextrinierung. Die dextrinierende Wirkung wurde nach Wohl 
gemut! gemessen. Als Substrat diente eine 1%ige Starkelésung, dic 
mit Acetat- bzw. Phosphatpuffern auf verschiedene py-Werte ein- 
gestellt wurde. Je 5ccm der Stiarkelésung wurden mit steigenden 
Mengen Enzymlésung (0,1, 0,2 usw. ecm) versetzt und 1 Stunde bei 37° 
aufgestellt. Die unterste Grenze der Wirksamkeit wurde durch den 


1 Praktikum der physiologischen Chemie von P. Rona, S. 201. Berlin, 
Springer, 1931. 
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Tabelle V. 





Pu |, 3:67 | 4,03 4,98 | 5,31 | 5,60 | 5,91 6,24 | 6,64 | 6,98 | 8,04 
HW | ' 
ecm Enzymlésung, die 
1%ige Starkelésung 
bis zum Achroopunkt 
abbauen ........... 0, 


ios 


0,7 (0,6 |1,1 |1,38 (1,6 |1,8 | 2,0 |2,2 | 2,4 


ecm 1%iger Starke- 
lésung, die von 1 cem 
Enzymlésung abge- 
baut werden ....... 6,25 | 7,14 8,33 4,55 3,84 3,12 2,77 | 2,50 | 2,27 2,08 


Achroopunkt ermittelt, worunter jenes Reagensglas zu verstehen ist, 
in dem als erstem die Jodstirkereaktion nicht mehr auftritt. 

Die dextrinierende Wirkung der Schimmelpilzamylase ist bei 
pu = 4,98 am starksten, so dab also das px-Optimum fiir die Dextri- 
nierung mit dem fiir die Verfliissigung zusammenfallt. Daraus laBt 
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sich folgern, da’ Dextrinierung und Vertfliissigung, wie auch allgemein 
angenommen, von ein und demselben Enzym hervorgerufen werden. 

c) Verzuckerung. Die Ansitze, welche aus 100 cem gepufferter 
Lésung mit 2% léslicher Starke und 30 ccm Enzymlésung bestanden, 
wurden 4 Stunden bei 37° aufgestellt. Zur Bestimmung des gebildeten 
Zuckers diente die Methode von Willstdtter und Schudel, die als Halb- 
mikromethode verwendet wurde. 25 ccm n/100 Jodlésung wurden 
mit 5 cem der zu untersuchenden Lésung versetzt, mit 4,5 cem 
n/l10 NaOH alkalisiert und nach 25 bis 30 Minuten mit 5ccm n/10 

16* 
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H,SOy, angesauert, worauf das tiberschtissige Jod mit n/100 Thiosulfat 
zuriicktitriert wurde. 
Tabelle VI. 





Py-Wert 1,92 2,97 3,95 4,65 5,02 5,97 
n/100 Jodlésung (ecm) .. |) 19,0 22,4 23,3 | 22,8 22,8 21,9 
Das Optimum der Verzuckerungswirkung liegt bei py = 3,95 (4,00). 
In Abb. 3 sind die Kurven fiir die Verfliissigung, Dextrinierung 
und Verzuckerung eingezeichnet. Das Optimum letzterer liegt um eine 
ganze pu-EKinheit tiefer als die der beiden erstgenannten Funktionen. 
AuBerdem fallen die py-Aktivitatskurven fiir die Verfliissigung und 
Dextrinierung zu beiden Seiten des Optimums viel steiler ab als die 
Verzuckerungskurve. Dies besagt, daB die Verzuckerung auf die Wirkung 
eines anderen Enzyms zuriickgeht als die Verfliissigung und Dextri- 
nierung, was auf die Anwesenheit von f-Amylase im Enzymauszug 
spricht. 
7. Differenzierung der Amylasen., 


a) Durch Erhitzen. Nach Ohlsson! wird durch kurzes Erhitzen 
neutraler Malzausziige auf 70° die 6-Amylase zerstort, ohne die «-Amylase 
wesentlich zu schidigen. Blom, Bak und Brae? erhalten eine von 
B-Amylase freie Enzymlésung durch einstiindiges Erhitzen eines neu- 
tralen Malzauszuges auf 60°. Die aus dem Pilzmycel des Amylomyces-f 
erhaltene Enzymlésung von px = 6,0 wurde 30, 60, 120 und 180 Minuten 
bei 60° gehalten und hierauf ihr Verfliissigungs-, Dextrinierungs- und 
Verzuckerungsvermégen ermittelt. Den oben mitgeteilten Ergebnissen 
entsprechend erfolgte die Untersuchung der Verfliissigung und Dextri- 
nierung bei pu — 5,0, die der Verzuckerung bei pu = 4,0. Zur Auf- 
stellung der Verfliissigungskurve wurden die nach 60miniitiger Ein- 
wirkung der einzelnen Enzymlésungen auf Starkekleister bei 37° er- 
haltenen Werte benutzt. Bei der Bestimmung des Dextrinierungs- 
vermégens wurde, der durch das Erhitzen erfolgenden Schwachung 
desselben Rechnung tragend, nicht der Achroo-, sondern der Erythro- 
punkt als Grenze gewaihlt, der etwa mit der Jodstarkefarbe Nr. 33 
der kiinstlichen Skala von Th. Sabalitschka und R. Weidlich?® zu- 
sammenfallt. Je 5 ccm einer gepufferten 1 “igen Starkelésung wurden 
mit steigenden Mengen der zu untersuchenden Enzymlésung versetzt 
und nach 60miniitiger Reaktionsdauer bei 379 die Jodstarkefarbe 
gepriift. Die Verzuckerungsansatze, die aus 100 ccm gepufferter 2 °,iger 
Stirkelésung und 30 com Enzymlésung bestanden, wurden nach Toluol- 


1 C.r. Carlsberg 16, Heft 7, 1926. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 250, 
104, 122, 1937. — * Diese Zeitschr. 207, 477, 1929. 
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zusatz 4 Stunden auf 37° gehalten, worauf in 5cem des Reaktions- 
gemisches die Zuckerbestimmung in der schon beschriebenen Weise 
jodometrisch erfolgte. In Abb. 4 sind die gefundenen enzymatischen 
Wirkungen, bezogen auf die Wirkung der urspriinglichen unvorbehan- 
delten Enzymlésung (= 100), aufgetragen. 

Das Verzuckerungs- 








vermogen sinkt sehr 
‘0 
rasch ab und hat nach 
einer 30miniitigen Be- ” 
handlung der Enzym- 
Ka —_ 80 
lésung bei 60° fast den 
Minimalwert — erreicht. 
; ai? 70 
Die verfliissigende und § 
“a iyi & 
dextrinierende Kraft = 
sind wider Erwarten S | 
auch ziemlich stark, & 
§ 0 
wenn auch, besonders »& 
nach einer halbstiindi- = | L 
ys Ss ~ 
gen Warmebehandlung, Poise 
. " . 7 
viel weniger als das yw | ] 





Verzuckerungsverm6- 

gen geschadigt worden, gy 
was offenbar damit zu- 
sammenhangt, dab der # 
Enzymauszug bei sei- 
nem urspriinglichen py- 
Wert inaktiviert wurde. 
Denn zwischen po = 5 und 6 fallt die Wirkung beider Enzym- 
funktionen sehr stark ab (Abb. 3). Wichtig ist aber, daB deren 
Schadigung konform vor sich geht und sich von der Schadigung des 
Verzuckerungsvermégens, besonders zu Beginn, deutlich abhebt. 

Errechnet man die Verhaltniswerte fiir 











Lnoktivierungszeit 


Abb. 4. 


Verzuckerung Verzuckerung 
“Spe ee un nf ‘ 
Verfliissigung Dextrinierung 


so findet man dieselben nach 120 miniitiger Warmebehandlung konstant, 
d.h. daB die Lésung nunmehr nur ein Enzym, naimlich «-Amylase 
enthait. 

b) Durch Ansaéuern mit HCl. Der urspriingliche Enzymauszug 
wurde wahrend der oben angegebenen Zeiten und auberdem noch 
240 Minuten auf py = 4,3 gehalten, wobei die «-Amylase inaktiviert, 
die B-Amylase dagegen wenig geschidigt werden soll. Nach den ent- 
sprechenden Zeitintervallen wurde das py mit Lauge auf den urspriing- 
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lichen Wert gebracht. Die verschieden Jang behandelten Enzym 
ldsungen wurden in gleicher Weise wie oben auf ihre Verzuckeruny 
und Verfliissigung untersucht. Die gefundenen Werte sind wieder in 
relativen Zahlen in Abb.4 zum Ausdruck gebracht. Bei der Saure. 
behandlung kommt das verschiedenartige Verhalten der Vetzuckerung 
und Verfliissigung viel deutlicher zum Ausdruck als bei der Hitze. 
einwirkung; das Verfliissigungsvermégen wird weit starker beein- 
trachtigt als die Verzuckerungsfahigkeit. Beide Amylasefunkticnen 
sind demnach durch zwei verschiedene Amylasetypen, die «- und 
f-Amylase, bedingt. 

Nach Blom, Bak und Brae! sind fiir die beiden Amylasen die 
Quotienten von Verzuckerung und Verfliissigung charakteristisch : fiir 
die g-Amylase ist dieser Wert kleiner als 1,0, fiir das 8-Enzym dagegen 
groBer als 1,0, meist titber 2,0. Bei der Hitzeinaktivierung, bei welcher 
die «-Amylase erhalten bleibt, wurde diese Zah] zu durchschnittlich 0,56, 
bei der die «-Amylase zerstérenden Saureinaktivierung zu etwa 2,66 
gefunden. Auch diese Feststellungen sprechen fiir das Vorliegen zweier 
Amylasefunktionen. 


c) Diffusionsverfahren nach H. P. Wijsmann2. Zu den Diffusions- 
versuchen wurden die urspriingliche Enzymlésung sowie die einer je 
zWwei- bzw. fiinfstiindigen Inaktivierung durch Erhitzen bzw. Ansaéuern 
nach a) und b) unterzogenen Enzymlésungen verwendet. Die Starke- 
gelatineplatten wurden 5 Tage bei 5° gehalten und hierauf mit n/1500 
Jodlésung tibergossen. Die mit der unvorbehandelten Enzymldésung 
erhaltenen Diffusionsfelder bestanden aus einem farblosen Zentrum, 
das von einem purpurnen Ring umgeben war. Dieses Verhalten zeugt 
fiir die Anwesenheit von «- und B-Amylase. Die hitzebehandelte Enzym- 
lésung, welche nur «-Amylase enthalten soll, lieferte erwartungsgemal 
farblose Diffusionsfelder, wahrend die Inaktivierung durch Saure die 
Wirkung der «-Amylase offenbar nicht vollstandig zu hemmen ver- 
mochte, da zwar ein breiter purpurner, die Anwesenheit von Saccharogen- 
amylase verratender Diffusionsring entstand, der aber ein farbloses 
Zentrum umgab. 


Da die mit Enzymlésungen aus verschiedenen Pilzkulturen er- 
haltenen Bilder nicht immer deutlich ausfielen, wurden die Versuche 
mit aus den Enzymlésungen durch Fallung mit Alkohol erhaltenen 
Enzympraparaten wiederholt. Die durch Auflésen derselben in Wasser 
gewonnenen, im Vergleich zu den urspriinglichen Enzymausziigen 
aktiveren Enzymlésungen lieferten auch deutlichere Diffusionsfelder, 
die im gleichen Sinne wie oben ausfielen. 


1 A.a.O. — ? Rec. Trav. chem. P. B. 9, 1, 1890. 
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Ein Teil der wahrend des Pilzwachstums gebildeten Amylasen 
wird in den Nahrboden sezerniert, um die Starke desselben abzubauen 
und fiir den Pilz assimilierbar zu machen. Wenn man als Naihrboden 
die Wijsmannsche Starkegelatine verwendet und darauf den Pilz zur 
Entwicklung bringt, so kann man erwarten, die im Verlauf des Wachs- 
tums sezernierten Arten der Amylase nachweisen zu kénnen, Eine 
Reihe von trocken sterilisierten Petri-Schalen wurde mit steriler Starke- 
gelatine nach Wijsmann beschickt und auf geniigend weit voneinander 
entfernte Stellen der erstarrten Gelatineoberfliche reife Sporangien 
einer Kartoffelscheibchenreinkultur des Pilzes aufgesetzt. Die Petri- 
Schalen wurden im Dunkeln bei Zimmertemperatur aufbewahrt und 
nach verschiedenen Zeiten einige derselben mit verdiinnter Jodlésung 
iibergossen. Um das aus den Sporen inzwischen gewachsene Mycel 
bildet sich ein fiir das jeweilige Wachstumsstadium charakteristisches 
Diffusionsfeld. 1 und 2 Tage nach der Beimpfung ist das farblose 
Diffusionsfeld von einem schwach purpurnen Ring umgeben, dessen 
Breite und Farbenintensitaét mit fortschreitendem Wachstum zunimmt 
und 100 bis 120 Stunden nach der Sporeneinsaat ein Maximum erreicht. 
Dieser Zeitpunkt fallt mit der Bildung der gréBten Amylasemenge 
zusammen (siehe 3). Zu Beginn der Mycelentwicklung wird vornehmlich 
a- und nur wenig 8-Amylase gebildet. Die Menge der letzteren nimmt mit 
fortschreitendem Wachstum des Pilzes zu, der am meisten davon etwa 
im Zeitpunkt der Sporenreife in das Nahrmedium sezerniert. 1 Tag 
nach eingetretener Sporenreife, wenn die Amylaseproduktion schon 
deutlich nachlaBt, ist nur mehr ein farbloses Diffusionsfeld ohne 
purpurnen Ring zu beobachten, d.h. das Mycel gibt von diesem Zeit- 
punkt an keine 8-Amylase mehr ab. Auch diese Versuche zeigen deutlich, 
daB die Amylase des Rhizopus japonicus nicht einheitlich ist und neben 
der schon bekannten «-Amylase auch $-Amylase enthalt. 

d) Mutarotation. Mit den unter c) verwendeten Enzymlésungen 
wurden noch Mutarotationsversuche vorgenommen. Auf 200 ccm 
einer 2%igen Starkelésung von px = 4,0 wurden je 20cem der zu 
untersuchenden Amylaselésung bei 37° einwirken gelassen und nach 30, 
60 und 120 Minuten Proben von 20 ccm entnommen. Diese wurden 
zur Aufhebung der Mutarotation in 5cem 2n Sodalésung eingetragen 
und im 2-dm-Rohr polarisiert. Ein Vergleich mit den zur gleichen Zeit 
ohne Sodazusatz gewonnenen Ergebnissen gestattete die Feststellung 
der Mutarotationsrichtung. Die gefundenen Ausschlage waren gering, 
aber fielen in dem erwarteten Sinne aus. Die hitzeinaktivierte Enzym- 
lésung («-Amylase) rotierte abwarts, die sadureinaktivierte Lésung 
(B-Amylase) aufwarts. In der beide Amylasetypen enthaltenden unvor- 
behandelten Enzymlésung wurde eine auf «-Amylase deutende Drehungs- 
anderung beobachtet, die jedoch im Vergleich zu der nur «-Amylase 
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enthaltenden Lésung etwas kleiner ist, da die gleichzeitig vorhandene 
f-Amylase im entgegengesetzten Sinne wirkt. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen deutlich erkennen, 
daB die Amylase des Amylomyces-8 aus zwei Enzymkomponenten 
besteht, von denen der einen die verfliissigende und dextrinierende, 
der anderen die verzuckernde Wirkung zuzuschreiben ist. Allerdings 
iiberwiegt die Menge der «-Amylase die des f-Enzyms_ bei weitem. 
Zu der Amylase des Aspergillus oryzae, deren Wirkung von anderer 
Seite auf zwei Enzyme zuriickgefiihrt wird, gesellt sich demnach noch 
die Amylase des Amylomyces-§. Auf Grund dieser Erkenntnisse ist 
es nicht mehr zulassig, die Schimmelpilzamylasen allgemein als ein- 
heitliche «-Amylasen zu charakterisieren. 


Zusammenfassung, 


Der Amylomyces-§ wurde in Oberflachenkulturen auf klarer 
Maismaische in Drigalski-Schalen geziichtet. Beim Hungernlassen 
des Mycels auf Leitungswasser wird an dasselbe weniger Amylase 
abgegeben als an die iiblicherweise verwendete 0,1 °Zige Citronensaure- 
lésung. Nach vier- bis fiinftagigem Wachstum, d.i. zur Zeit der Spo- 
rangienbildung, enthalt das Mycel am meisten Amylase. Die bekann- 
testen Methoden zur Gewinnung des Enzyms aus dem Mycel wurden 
durchprobiert, zum Teil auch kombiniert zur Anwendung gebracht 
und dureh Aktivitéitsbestimmungen der hierbei gewonnenen Enzym- 
lésungeu miteinander verglichen. Als beste Methode erwies sich das 
Verreiben des Mycels mit Quarzsand. 

Das Starkeverfliissigungsvermégen der Enzymlésung wurde viscosi- 
metrisch gemessen, wozu ein Starkekleister bestimmter Eigenschaften 
zur Verfiigung stehen muB. Es wird eine Methode beschrieben, welche 
mit einfachen Mitteln zu einem Kleister fiihrt, der sich sowohl gut 
reproduzieren |aBt wie auBerdem eine Viscositaétskonstanz von tiber 
3 Tagen zeigt. 

In den verwendeten Enzymausziigen fehlt Amylophosphatase, 
Maltase aber ist vorhanden. Doch braucht mit ihr in den sdure- und 
warmebehandelten Enzymlésungen nicht gerechnet zu werden, da sie 
daselbst vollstandig inaktiviert wird. Die rohe Enzymlésung wurde 
auf ihr Verfliissigungs-, Dextrinierungs- und Verzuckerungsvermoégen 
gepriift. Die px-Optima dieser amylatischen Funktionen wurden er- 
mittelt. Das Optimum fiir die Verfliissigung und Dextrinierung liegt 
bei pu = 5,0, das fiir die Verzuckerung bei einem py-Wert von 4.0. 
Dies und die verschiedenen Formen der py-Aktivitatskurven deuten 
darauf hin, daB die genannten Funktionen nicht, wie bisher im all- 
gemeinen fiir Schimmelpilzamylasen (vor allem fiir Takaamylase) an- 
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genommen wurde, auf ein einziges Enzym (die «-Amylase) zuriick- 
gehen, sondern daB vielmehr ein Teil der verzuckernden Wirkung einem 
besonderen Enzym (f-Amylase) zuzuschreiben ist. Zur Stiitzung 
dieses Ergebnisses wurde die Enzymlésung Inaktivierungsversuchen 
unterworfen. Die Untersuchung der einzelnen, durch Erhitzen inakti- 
vierten Enzymlésungen zeigte, daB das Verfliissigungs- und Dextri- 
nierungsvermégen konform absinkt, wahrend das Verzuckerungs- 
vermégen starker geschadigt wird. Gerade umgekehrte Verhaltnisse 
wurden bei Inaktivierungsversuchen durch Ansaiuern der Enzym- 
lésung gefunden. Hierbei wurde erwartungsgemaB das Verzuckerungs- 
vermégen weniger geschadigt als das Verfliissigungsvermégen. Diese 
Versuchsergebnisse zeigen, daf die durch vorliegende Pilzamylase 
bewirkte Verfliissigung und Dextrinierung einerseits und die Ver- 
zuckerung andererseits durch zwei verschiedene Enzymkomponenten 
verursacht werden. 

Zur Heranbringung weiteren Beweismaterials wurden Diffusions- 
versuche nach Wijsmann und Untersuchungen iiber die Mutarotation 
der beim Starkeabbau in Freiheit gesetzten Maltose durchgefiihrt. 
Fir diese Versuche wurden die urspriingliche sowie die durch Erhitzen 
und Ansaduern inaktivierten Enzymlésungen und endlich die aus diesen 
durch Alkoholfallung gewonnenen Enzympraparate verwendet. Auch 
der Ausfall dieser Versuche spricht fiir das Vorhandensein zweier 
enzymatischer Funktionen. Mit Hilfe der Diffusionsmethode wurde 
auch gefunden, daB der Pilz zu Beginn seines Wachstums hauptsachlich 
a-Amylase sezerniert, zu der sich spaiter auch das f-Enzym gesellt, 
dessen Hauptmenge zur Zeit der Sporenreife gebildet wird; spater aber 
verschwindet es fast vollstandig. 

Die Amylase des Amylomyces-f besteht aus zwei Enzymkompo- 
nenten und ist neben der Amylase aus Aspergillus oryzae die bisher 
zweite bekannte Schimmelpilzamylase, die neben dem «- auch das 
B-Enzym enthalt. 





ers 











Jber die Thrombokinase der Hefe. 
Phyto-Thrombokinase. 
Von 
H. Dyckerhoff, H. Glamser und K. Widmann. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Reichsuniversitit 
StraBburg.) 
(Eingegangen am 30. November 1942.) 


Die Erforschung der ersten Phase der Biutgerinnung — die Um- 
wandlung des Prothrombins in Thrombin — hat einen neuen Impuls 
erfahren durch die Feststellung Hagles!, daB Trypsin und einige pro- 
teolytisch wirksame tierische Gifte Prothrombin zu aktivieren ver- 
mogen., 

In einer fritheren Arbeit? haben wir die Versuche Eagles bestitigen 
und erweitern kénnen. 

Es zeigte sich aber auch, daB nicht jede Prothrombinaktivierung 
sich als Proteolyse auffassen ]4Bt, weil eine groBe Zahl von thrombo- 
kinatisch hochwirksamen Substanzen keine proteolytische Aktivitit 
besitzen. 

Wir kamen daher zu folgender Ansicht: ,,FaBt man das Prothrom- 
bin — ahnlich dem Trypsinogen — als Thrombin-Inhibitorverbindung 
auf, so kann man sich die Prothrombinaktivierung folgendermaBen 
vorstellen : 


1. Der Inhibitor wird adsorptiv vom Thrombin entfernt. 
2. Der Inhibitor, der als Protein oder proteinéhnliche Substanz auf- 
zufassen ist, wird proteolytisch abgebaut. 


Uber die Bindungsart des Inhibitors an das Thrombin koénnen 
bisher keine Aussagen gemacht werden. ‘‘ 

Es lieB sich also keine allgemeine Erklarung fir alle Prothrombin- 
aktivierungen geben. 

Da durch die Eagleschen (l.c.) Befunde die Frage der proteolyti- 
schen Aktivierung des Prothrombins angeschnitten worden war, schien 
es uns nun richtig, neben den Proteinasen auch Peptidasen in den Kreis 
der Betrachtung zu ziehen, d.h. zu untersuchen, ob Peptidasen die 
Prothrombinaktivierung zu bewerkstelligen vermégen. 

Wir haben zu diesen Untersuchungen auf das wohl peptidasereichste 
Material des tierischen K6rpers zuriickgegriffen, auf die Darmschleim- 
haut. 


1 Eagle u. Harris, J. gen. Physiol. 20, 545, 1937. — * Dyckerhoff u. 
Marz, diese Zeitschr. 318, 107, 1942. 
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Es zeigte sich nun, da wasserige und glycerinhaltige Extrakte 
aus Darmschleimhaut neben ihrem bekannten Peptidasegehalt auch 
reich an Thrombokinase sind, daB man also mit Extrakten aus feuchter 
Darmschleimhaut Prothrombin ebenso stark aktivieren kann wie 
beispielsweise mit Lungenextrakten. 

Dieser Befund stellt wieder eine Erweiterung unserer seit langem 
geauBerten Ansicht dar, dab fast alle tierischen Zellen Thrombokinase 
enthalten. 

Wir haben nun derartige Darmextrakte mit Aceton gefallt und 
mit Aceton-Ather getrocknet. Die so erhaltenen Trockenpraparate 
waren stark peptidasehaltig, zeigten aber keinerlei prothrombinakti- 
vierende Wirkung. Die Darmschleimhaut verhalt sich also wie fast 
alle tierischen Zellen: Im Frischzustand reicher Thrombokinasegehalt, 
der aber durch Acetonbehandlung sehr abgeschwacht wird. Nur die 
Gehirnsubstanz macht hiervon eine Ausnahme, da Acetontrocken- 
praiparate aus Hirn recht wirksam gefunden wurden. 

Auch die direkte Trocknung und Entfettung der Darme mit Aceton 
und anschlieBender Trocknung mit Ather fiihrte zu einem Material, 
welches reich an Peptidasen war, aber keine Thrombokinasewirkung 
zeigte. Die Acetonfaillung derartiger Extrakte fiihrte zu Praparaten, 
die nach beiden Seiten wirkungslos waren. 

Die peptidasereichen Extrakte, die ohne thrombokinatische Wirk- 
samkeit sind, beweisen, daB zumindest die 1-Leucylglycin- und |-Leucyl- 
glycylglycin-Peptidase (diese Einschrinkung glauben wir auf Grund 
der Feststellungen von Maschmann! machen zu miissen) Prothrombin 
nicht zu aktivieren vermégen. 

Wir haben nun den Peptidasegehalt einiger tierischen Gifte unter- 
sucht, deren prothrombinumwandelnde Wirkung uns aus einer friiheren 
Arbeit bekannt war. Sie alle erwiesen sich als peptidasefrei, wieder 
ein Beweis gegen die Peptidasenatur der Thrombokinase. 

Wir wollten aber auch noch ein pflanzliches Material in die Unter- 
suchungen einbeziehen, welches reich an Peptidasen ist, und unter- 
suchten daher die prothrombinaktivierende Wirkung von Hefeextrakten, 
die von Chargaff und Mitarbeitern? schon friiher beschrieben wurde. 

Es zeigte sich, daB die Hefe einen Prothrombinaktivator, fiir den 
wir die Bezeichnung Phyto-Thrombokinase vorschlagen, enthailt. Der 
Aktivator geht erst nach langerer Extraktionszeit, selbst aus chloroform- 
autolysiertem Hefebrei, in Lésung. Alle unsere Hefeextrakte — wir 
autolysierten mit Essigester, Chloroform und Toluol und extrahierten 


1 Maschmann, Naturw. 29, 518, 1941; diese Zeitschr. 308, 360, 1941 
und folgende Arbeiten dieser Reihe. — ? Chargaff u. Mitarb., J. biol. 


Chem. (Am.) 115, 155, 1936. 
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konzentriert (1 g Hefebrei + 1'/,cem Wasser) und verdiinnt (1g Hefe- 
brei + 10 ccm Wasser), fraktionierten nach 48 Stunden taglich, und 
gar nicht — waren in denersten Tagen frei von prothrombinaktivierender 
Wirkung. Dann aber zeigte sich bei allen Extrakten — mit Ausnahme 
der konzentrierten — starke Thrombokinasewirkung. Die Wirkungs- 
losigkeit der nichtfraktionierten konzentrierten Extrakte fithren wir 
auf die Anwesenheit groBer Mengen hemmender Ballastsubstanzen 
zuriick, 

-arallelitat zwischen Peptidasengehalt und Prothrombinakti- 
vierung haben wir nicht gefunden. So sind die friihen thrombokinatisch 
unwirksamen Extrakte reich an Peptidasen, die thrombokinatisch 
wirksamen spiteren Extrakte armer an Peptidasen. 

Die thrombokinatisch schlecht wirksamen friihen Fraktionen 
zeigten zudem beim Aufheben im Eisschrank Zunahme der thrombo- 
kinatischen Wirksamkeit bei gleichzeitigem Riickgang der Peptidase- 
aktivitat. 

Wir sind dabei, die Zusammenhange zwischen der Hefeproteinase 
und dem prothrombinaktivierenden Prinzip zu untersuchen. In diesem 
Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB die prothrombinaktivierende 
Wirkung an die Gegenwart von Calciumion gebunden ist, wahrend ja 
bekanntlich die proteolytische Aktivierung des Prothrombins auch 
ohne Ca 


7 


moglich ist. 
Experimenteller Teil, 
A. Verwendete Lésungen und Prédparate. 


1, Ablésung der Darmschleimhaut. Zur Darstellung aller Préaparate 
wurde das oberste Meter von Schweinedirmen verwendet. Das Darmstiick 
wurde ausgespiilt, dann aufgeschnitten und die Schleimhaut auf Glas- 
platten abgekratzt. Nur die Schleimhaut kam zur Verwendung. 

. 2. Die Trocknung und Entfettung der Schleimhaut geschah durch 
mehrfaches Auskneten mit Aceton. AnschlieBend wurde das Aceton mit 
Ather entfernt und das aitherfeuchte Material auf Filterpapier zur Trocknung 
ausgebreitet. 

3. Herstellung von Darmtrockenpraéparaten. Wiasserige Extrakte aus 
feuchtem oder getrocknetem Darm (meist 24 Stunden Extraktionszeit) 
wurden filtriert und mit dem gleichen Volumen Aceton gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert und mit Aceton (gleiches bis dreifaches Volumen) 
gefallt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit Aceton und Ather 
gewaschen und durch Ausbreiten auf Filterpapier getrocknet. 

!, Die Darstellung der Prothrombinlésungen geschah nach Seegers, 
Smith und Brinkhous!. Die Darstellung wurde in einer friiheren Arbeit 
von uns? genau beschrieben. 

5, Darstellung des Oxalatplasmas. Zur Feststellung der Prothrombin- 
aktivierung lieBen wir die Aktivierungsmischung auf adso1biertes Oxalat- 


1 J. of biol. Chem. 128, 751, 1938. 2 Diese Zeitschr. 313, 107, 1942. 
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plasma einwirken, dessen Darstellung wir in einer friiheren Arbeit genau 
beschrieben haben!. Auch die Adsorption des Oxalatplasmas ist in der 
genannten Arbeit genau beschrieben. 

6, Darstellung der Hefelésung. Bickerhefe wurde wie iiblich mit Chloro- 
form, Toluol oder Essigester verfliissigt und mit verschiedenen Mengen 
Wasser versetzt. Die Abtrennung der Extrakte von den Heferesten ge- 
schah stets in der Zentrifuge. 

7. Die benétigten Peptide wurden in der von Emil Fischer beschriebenen 
Art und Weise hergestellt ?. 

§. Die zum Vergleich der Prothrombinaktivierung als Thicmbokinase 
verwendeten Lungenextrakte wurden ebenfalls dargestellt nach Dyckerhoff 
und Marz (I. c.). 


B. Angewandte Methodik. 


1. Die Feststellung der Prothrombinaktivierung geschah ebenfalls 
nach Dyckerhoff und Marz (l.c.). 

2. Die Feststellung des Peptidasegehalts der untersuchten Lésungen 
geschah wie folgt3: 

Leucy!-glycin-Lésung: 9,4 gd, |-LG. werden in 12,5cem 2,5n Ammoniak 
gelést und 41,5cem m/3 primares Kaliumphosphat zugegeben. Man fiillt 
auf 250 cem auf. Das py der Peptidlésung ist 7,8. Zur Bestimmung gibt 
man 2,5 ccm dieser Lésung in ein 5-cem-Kélbchen und gibt die gewiinschte 
Menge Enzymlésung zu. Dann fiillt man auf 5cem auf, schiittelt um und 
titriert 2 cem sofort und 2 cem nach | Stunde mit n/20 alkoholischer KOH 
unter Zusatz von 18 cem abs. Alkohol und Thymolphthalein als Indikator. 

Leucyl-glycyl-glycin-Lésung: 1,53 g d,1-LGG. werden zusammen mit 
2,4ceem 0,25n Ammoniak und 2,5eem n Ammonchlorid und 6,25 cem 
m/3 Phosphatpuffer, py 7,0, in 25cem gelést. Zur Titration werden 2 cem 
in ein 5-cem-Kélbchen gegeben und mit Enzymlésung und Wasser auf 
5eem aufgefiillt. Titrationsprobe 2 cem, Titration wie bei LG. beschrieben. 
Bestimmungen und Peptidtitrationen geschahen bei 37°. 

3. Behandlung der Hefeextrakte. Die, wie unter A. 6. naher be- 
schrieben, dargestellten Hefeextrakte wurden einmal jeweils voll- 
kommen abzentrifugiert, der Extrakt bestimmt auf prothrombin- 
aktivierende und peptidspaltende Wirkung und der Riickstand wieder 
im gleichen Volumen Wasser suspendiert. Extrakte dieser Herstellungs- 
art bezeichnen wir als ,fraktionierte Extrakte“‘. 

Alle Extraktionen geschahen ohne Zusatz von Saure oder Lauge, 
weil sich das Eigen-py fiir die Hefethrombokinasedarstellung als geeignet 
erwies. 

In anderen Fallen trennten wir lediglich vom Extrakt nach 48 Stun- 
den Extraktionszeit ab, um die Hauptmenge Ballastsubstanz zu ent- 


fernen, lieBen aber dann die Extraktion ohne weitere Fraktionierung 


1H. Dyckerhoff u. R. Marx, diese Zeitschr. 318, 107, 1942, und zwar 
8. 115. 2 Emil Fischer, Untersuchungen iiber Aminoséuren, Polypeptide 
und Proteine, Bd. 1, 8. 425, Jahig. 1889— 1906. 3 Vel. R. Willstdtter u. 
W. Grassmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 250, 1926. 
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weitergehen. Wieder andere Extrakte wurden gar nicht fraktioniert. 
Kine kleine Bestimmungsprobe wurde jeweils abzentrifugiert. 

In einigen Fallen bestimmten wir den Stickstoffgehalt wirksamer 
Extrakte. Er betrug 0,2 bis 0,27mg N,/ccm, bei fraktionierten Ex- 
trakten 1:10. Ungefihr 1/,mg/cem betrug den Stickstoffgehalt von 
Extrakten (1:10), die nach 48 Stunden vorfraktioniert wurden. 
wahrend ganz unfraktionierte Extrakte tiber 1 mg N./ecm enthielten. 

Der N,-Gehalt der 1: 11/5 gewonnenen Extrakte lag etwa vierma! 
so hoch. 

C. Versuchsergebnisse. 


Tabelle I. Die prothrombinaktivierende und peptidspaltende 
Wirkung von Extrakten aus feuchtem Darm. 





Angewandte Menge Prothrombin- | Spaltung entspricht cem n/20 KOH 


E ionsmit : . 
Extraktionsmittel bn ones aktivierung oaiicetieShies 





LG. | LGG. 


ge 0,60 0,80 
02? 0,28 0,44 
Q21 a oo 
4’ 
(020 1,45 1,60 
022 0,80 0,90 
0?! 0,38 0,47 
02 0,22 
074 snes 
192 whan 
204 
16’ ein 
194 0,70 0,70 
(82 0,39 0,39 
Q21 
057 
p15 0,65 0,65 
(043 0,34 0,34 
O44 ‘ 
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Gl = Glycerin (handelsiiblich etwa 80%). GI140 = Handelsglycerin 
1: 1 mit Wasser verdiinnt. W = Wasser. 


Die genauen Angaben iiber die Art der Messung der Prothrombin- 
aktivierung und Peptidspaltung siehe unter Experimenteller Teil B. 

Alle Extraktionen geschahen im Verhaltnis 1:10. Nur bei den 
mit * bezeichneten Extrakten erfolgten diese im Verhaltnis 1: 1. 

Die Extraktionszeit betrug bei allen glycerinhaltigen Extrakten 
24 Stunden, bei Wasserextrakten 1 Stunde. 

Die bei den Extrakten mit Glycerin 40 und Wasser gefundenen 
schlechten Aktivierungsleistungen gréBerer Mengen sind sicher auf 
die Beimengung aktivierungshemmender Begleitstoffe zuriickzufiihren. 
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Die Prothrombinaktivierung, entsprechend einer Gerinnungszeit 
von etwa 20 Sekunden, entspricht einer Totalaktivierung, wie Ver- 
gleichsversuche mit Lungen- und Hirnthrombokinase erwiesen haben 


Prothrombinaktivierende und peptidspaltende Wirkung 
von Extrakten aus getrockneten Darmen. 


Frische Schweinedirme wurden in der oben beschriebenen Art mit 
Aceton und Athei getrocknet Es wurde extrahiert mit dem zehnfachen 
Volumen Wasser, 1 Stunde lang (Extrakt Nr. 1), und 24 Stunden lang 
(Extrakt Nr. 2), und 24 Stunden lang mit 40% Glycerin im Verhalt- 
nis 1: 10. . 


Alle Extrakte zeigten keinerlei prothrombinaktivierende Wirkung. 


Tabelle II. Peptidspaltende Wirkung der Trockendarmextrakte. 





Extrakt Angewandt Spaltung von LG. || Angewandt | Spaltung von LGG. 
Nr. in cem n/20 KOH ecm in cem n/20 KOH 


ecm 


0,5 0,40 0,6 0,62 
0,5 1,35 0,6 1,41 
0,5 1,05 0,6 0,95 


Prothrombinaktivierende und peptidspaltende Wirkung 
von Trockenpraparaten aus Feuchtdarmextrakten. 

Die Trockenpraiparate wurden dargestellt wie oben beschrieben. 
Alle Praiparate waren auBerstande, Prothrombin in Thrombin um- 
zuwandeln. 

20 mg spalteten LG. entsprechend 0,70 cem n/20 KOH und LGG. 
entsprechend 0,84 ccm n/20 KOH. 


Prothrombinaktivierende und peptidspaltende Wirkung 
von Trockenpraparaten aus Trockendarmextrakten. 
Die Trockenpraiparate wurden hergestellt wie oben beschrieben. 

Sie erwiesen sich simtlich als frei von prothrombinaktivierender und 
peptidspaltender Wirkung. 


Peptidspaltende Wirkung einiger tierischer Giftpraparate. 


Tabelle ITI. 





Angewandt Spaltung von LG. Spaltung von LGG. 


Handelspriparat mg in ecm n/20 KOH in cem n/20 KOH 


Viprasid 0,25 0,04 0,02 
Epileptasid 0,25 0,01 0,01 
Hamostypt 0,25 0,06 0,00 
Capillodens 0,25 0,01 0,09 
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Bienengift (Forapin) erwies sich als vollig frei von peptidspaltender 
Wirkung. 

Die Prothrombinaktivierung wurde in iiblicher Weise (siehe B. 1.) 
ermittelt. Es wurde stets 2 Stunden aktiviert. Ohne Ca-Zugabe waren 
die Hefeextrakte wirkungslos. Gleichzeitig mit jeder Bestimmung der 
prothrombinaktivierenden Wirkung der Hefeextrakte lieBen wir Lungen- 
thrombokinase auf das Proferment einwirken (siehe A. 7.). 

Die stets angewandten 0,1 cem Prothrombinlésung ergaben mit 
Lungenthrombokinase gegen Oxalatplasma (A. 5.) stets Gerinnungs- 
zeiten von 18 bis 24 Sekunden. Diese Aktivierungsleistung wurde von 
dem stets angewandten 0,5-ccm-Hefeextrakt, wie Tabelle IV zeigt, 
nie erreicht. Langer als 10 Minuten haben wir aus Zeitersparnis diese 
yerinnungsversuche nicht beobachtet, weil kleinste Thrombokinase- 
mengen, die nur eine geringe Aktivierung entsprechend einer Gerinnungs- 
zeit von iiber 10 Minuten hervorrufen konnten, uns nicht wichtig er- 
scheinen. Wenn sich das gebildete Fibrin nicht zu einem zusammen- 
hangenden Koagulum durch Schiitteln zusammenballen lieB, haben 
wir den Vorgang als Flockung bezeichnet und hinter die Zeit ein F 
gesetzt. Die Tabelle [V enthalt Durchschnittswerte, die naturgemal 
schwanken. 


Im groBen ganzen zeigen aber alle Extrakte die gleiche Tendenz: 


In den ersten Tagen keine Thrombokinasewirkung. Dann gute Akti- 
vierungseffekte, die iiber lange Zeit erhalten bleiben. 

Alle Extraktionen wurden unter Toluolzusatz im Eisschrank 
(3 bis 5°) durchgefiihrt. 

Die fraktionierten Hefeextrakte behalten beim Aufbewahren im 
Eisschrank unter Toluolzusatz mehrere Tage ihre prothrombinakti- 
vierende Wirksamkeit. Wir haben in vielen Fallen beobachtet, daf 
friih von der Hefe abgetrennte — also wirkungslose — Extrakte beim 
Stehen prothrombinaktivierende Wirkung gewannen. 

Alle Extrakte verhielten sich in dieser Beziehung gleichartig. 
Kinige wirkungslose Extrakte erreichten nach fiinf- bis siebentagigem 
Stehen eine Aktivierungsleistung entsprechend einer Gerinnungszeit 
von etwa | Minute. 

Durchaus gleichartig verhielten sich Extrakte, die nicht fraktioniert 
wurden. Auch sie gewannen nach 3 bis 5 Tagen Thrombokinasewirksam- 
keit, die sie iiber lange Zeit behielten. Ihre Aktivitat war stets deutlich 
schwacher als die der fraktionierten Extrakte. Die im Verhaltnis 
1 + 1'/, hergestellten Extrakte zeigten noch viel geringere Wirksam- 
keit als die im Verhaltnis 1 : 10 gewonnenen. 

Wir haben nun noch nach 48stiindiger Extraktion die Lésung 
abgetrennt und dann ohne weitere Fraktionierung weiterextrahiert. 





Uber die Thrombokinase der Hefe. 


tender Diese Extrakte stimmten in ihrem Verhalten 
durchaus mit den gar nicht fraktionierten 
B. 1.) Extrakten tiberein. 
waren Die viel schwachere Prothrombinakti- 
ag der vierung der nicht fraktionierten Extrakte 
ingen- glauben wir durch Hemmungsk6rper hervor- 
gerufen, die aus der Hefe stammen und die 
n mit naturgemaB bei standig fraktionierten Ex- 
Wungs- trakten in viel geringerer Konzentration vor- 
le von liegen als in nicht fraktionierten Extrakten. 
zeigt, Alle Extrakte zeigten in den ersten 
diese Tagen gute Leucylglycin- und Leucylglycyl- 
inase- glycin-Spaltung, die in den spateren Ex- 
ungs- trakten standig abnahm. Beim Aufbewahren 
ig er- der Extrakte ging die peptidspaltende Wir- 
ymen- kung schon nach wenigen Tagen verloren. 
haben Viele stark prothrombinaktivierende Ex- 
ein F trakte erwiesen sich als dipeptidase- und 
emaB polypeptidasefrei. 
Soweit unsere wenigen Untersuchungen 
in dieser Richtung zu beurteilen erlauben, 


Wirkung von fraktionierten Hefeextrakten 


denz: 
Akti- besteht auch keine Parallelitat zwischen dem 


Gehalt. an Hefeproteinase und dem _ Pro- 
_ thrombinaktivator. Wir sind dabei, dieses 
Problem noch genauer zu untersuchen. 
Alle Hefeextrakte erwiesen sich als 
thrombokinatisch voéllig wirkungslos, wenn 
der Aktivierungsmischung kein Calciumion 
zugegeben wurde. 
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Prothrombinaktivierende 


Zusammenfassung, 
artig. 1. Vergleichende Untersuchungen zwi- 
gem schen prothrombinaktivierender und peptid- 
zszeit spaltender Wirkung mit Darmextrakten, 
Hefeextrakten und einigen tierischen Giften 
niert zeigten, daB Peptidasen nicht in der Lage 
Sam- sind, Prothrombin in Thrombin umzu- 
itlich wandeln. 
tnis 2. Sowohl Darm- wie Hefeextrakte ent- 
sam- halten ein prothrombinaktivierendes Prinzip, 
dessen Wirksamkeit an die Gegenwart von 
sung Ca-Ion gebunden ist. 
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Uber die Schwiichung der Gerinnungsaktivitiit 
von Plasmen und Thrombokinase durch Extraktion 
mit Ather und Benzol. 

Von 
H. Dyckerhoff und W. Desehler. 

(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Reichsuniversitat 
StraBburg.) 

(Eingegangen am 4. Dezember 1942.) 


Die Frage nach der Natur und Wirkungsweise des prothrombin- 
aktivierenden Prinzips der Blutgerinnung — der Thrombokinase 
ist seit den friihesten Zeiten der Blutgerinnungsforschung stets stark 
umstritten gewesen. Der Altmeister der Blutgerinnungsforschung, 
A. Schmidt!, bezeichnet die Thrombokinase als alkoholléslich und 
hitzestabil. Morawitz2 beschreibt seine Thrombokinase — von ihm 
stammt die Bezeichnung — als wasserléslich und hitzelabil. 

In der Folgezeit konnte die experimentelle Forschung diese unver-. 
einbar scheinenden Befunde erklaren. Zak3 erkannte, daB der Lipoid- 
gehalt eines Plasmas von entscheidender Bedeutung fiir seine Ge- 
rinnungsfahigkeit ist. Bordet* und Howell5 bezeichnen die Thrombo- 
kinase als Lipoid-EKiweiBkomplex, schreiben aber auch der Lipoid 
komponente allein gerinnungsférdernde Eigenschaften zu. Diese An- 
schauungsweise schligt eine Briicke zwischen den Schmidtschen und 
Morawitzschen Angaben iiber die Eigenschaften der aktiven Zell- 
substanzen. 

Die in letzter Zeit erfolgte Entdeckung der prothrombinakti- 
vierenden Fahigkeiten verschiedener proteolytisch wirksamer Sub- 


stanzen, vor allem auch des kristallisierten Trypsins®, hat der Frage 
nach der Natur und Art der Wirkungsweise der Thrombokinase wieder 


erhéhtes Interesse verschafft. 

Wir haben seit etwa 8 Jahren die Ansicht vertreten, daB das Pro- 
thrombin als Thrombin-Inhibitor-Verbindung aufzufassen ist, welche 
durch alle méglichen adsorptionskraftigen Substanzen in das aktive 
Ferment und Inhibitor-Thrombokinase -aufgespalten werden kann und 
daB es falsch ist, von einer Thrombokinase zu sprechen. 


1 A. Schmidt, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1861. — *% Morawitz, Erg. 
Physiol. 4, 368, 1905, — * Zak, Arch. f. exper. Path. 70, 27, 1912. — 4 Bordet, 
Ann. Inst. Pasteur 34, 561, 1920. — *° Howell, Amer. J. Physiol. 31, |, 
1912. — *® Eagle. J. of gen. Physiol. 20, 543, 1937. 
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Die Ausschaltung des Thrombinhemmungskérpersystems ist un- 
spezifisch und kann durch die verschiedensten Substanzen oder auch 
durch physikalische Einfliisse erfolgen!. Die proteolytische Aktivierung 
des Prothrombins ist ohne weiteres verstandlich, als proteolytischer 
Abbau des Trypsin-Inhibitors. Auch das Vorkommen der Thrombo- 
kinase in allen Kérperzellen, ja sogar im Pflanzenreich®® ist bei der 
Uneinheitlichkeit und Unspezifitat der Prothrombinaktivierung wohl 
verstandlich. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir versucht, das im Oxalat- 
plasma vorliegende Gerinnungssystem zu analysieren, nach Extraktion 
des Plasmas mit Ather bzw. Benzol. Bei derartigen Untersuchungen 
darf nicht tibersehen werden, daB die stundenlange Behandlung des 
Plasmas mit organischen Lésungsmitteln das vielgestaltige und auf- 
einander abgestimmte System der Plasmaproteine in Unordnung 
bringen kann, wodurch dann Unterschiede in der Gerinnungsfahigkeit 
auftreten kénnen, die mit der Entfernung von lipoidléslichen Substanzen 
nichts gemein haben. Wir haben daher stets gepriift, ob sich in extra- 
hierten Plasmen durch Zusatz wirksamer Thrombokinase die Gerinnungs- 
fihigkeit wieder herstellen lieS. Da benzolextrahierte Plasmen schon 
nach kurzer Zeit ihre Gerinnungsfaihigkeit einbiiBten, haben wir nur 
mit Ather gearbeitet. Extrahiert man Oxalatplasma mit Ather, so 
nimnyt die Gerinnungsfaihigkeit des Plasmas beim Rekalzifizieren stark 
ab, bis nach 6 bis 7 Stunden gar keine deutliche Gerinnung mehr 
eintritt. Setzt man derartigen Plasmen Ca und Thrombokinase zu, 
so bleibt die Gerinnungsfahigkeit bis zu 4 Stunden Extraktion fast ganz 
erhalten, wahrend sie dann nur langsam verringert wird. Die Ather- 
extraktion hat also zumindest zunachst nur ,,thrombokinasewirksame 
Substanz‘‘ entfernt, die durch Thrombokinasezusatz wieder ersetzt 
werden konnte. Bei der weiteren Extraktion scheint das Fibrinogen 
zum Teil denaturiert zu werden, nicht das Prothrombin, denn die Ge- 
rinnungszeit des Oxalatplasmas bei Thrombinzusatz geht im gleichen 
Verhaltnis zuriick, wie die mit Ca und Thrombokinase. Ware nur 
Prothrombin zerstért worden, so miBte die Gerinnungszeit nach 
Thrombinzusatz erhalten bleiben, wihrend Fibrinogenzerst6rung sich 
in beiden Systemen gleichmaBig auBern miiBte. 

Der Atherextrakt aus den Plasmen war nicht in der Lage, die ur- 
spriingliche Gerinnungsfihigkeit der Plasmen wieder herzustellen. Es 
ist sehr wohl méglich, daB die atherlésliche gerinnungsaktive Substanz 
durch das stundenlange Verweilen in siedendem Ather geschadigt 


1 H. Dyckerhoff, Uber die Gerinnung des Blutes, Handb. d. Enzy- 
mologie von Nord u. Weidenhagen. Leipzig, Akad. Verlagsges., 1940. - 
* Chargaff u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 115, 155, 1936. 3 Dycker- 
hoff, Glamser u. Widmann, diese Zeitschr. 314, 250, 1943, 
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wurde. Andererseits ist zu bedenken, daB die Lipoide allein sehr vie! 
weniger gerinnungsaktiv ‘sind, als der im Plasma sicher vorhandene 
Lipoid-EiweiBkomplex. Das langsame und stetige Fortschreiten der 
Plasma-Gerinnungsverz6gerung scheint uns ein starker Hinweis fiir dic 
gebundene Form der aktiven Lipoide im Plasma, die entsprecheni| 
ihrer geringen Dissoziation eben langsam extrahiert werden. 

Wir haben dann eine Thrombokinase, gewonnen durch Auskochen 
von Rinderlunge, nach der Atherextraktion untersucht. Die Lipoid. 
komponente dieser Extrakte scheint wenig atherléslich zu sein, denn 
selbst zehnstiindige Extraktion mit Ather verringerte die prothrombin. 
aktivierende Kraft der Extrakte gar nicht, waihrend die Wirksamkeit 
gegen MgSO,-Plasma-Ca! nur wenig vermindert wurde. 

Extrahiert man dagegen mit Benzol, so geht die Wirksamkeit 
gegen MgSQO,-Plasma-Ca schnell zuriick und laBt sich auch durch 
Zusatz des Benzolextraktes nicht wieder herstellen. Die Aktivierungs. 
wirkung gegentiber Prothrombin dagegen wird nur langsam geschwiicht. 
Setzt man dem System [Prothrombin-Ca-extrahierte Thrombokinase | 
Benzolextrakt zu, so erreicht man eine bedeutende Aktivierung. Es 
scheint sich also aus extrahierter Thrombokinase und Benzolextrakt 
der Lipoid-EiweiBkomplex wieder bilden zu kénnen. 

Die Benzolextrakte allein sind thrombokinatisch gegen MgS0,. 
Plasma-Ca wirksam. Dies ist eigenartig, da ja das System extrahierte 
Thrombokinase-Benzolextrakt gegen Mg SO,-Plasma-Ca unwirksam ist. 
Vielleicht stéren hier die Proteine der extrahierten Thrombokinase das 
Gerinnungssystem des MgSQO,-Plasmas. 

Prothrombin kann in Gegenwart von Ca durch Benzolextrakt 
ohne weiteres aktiviert werden, doch zeigt sich auch hier das Lipoid 
quantitativ dem Lipoid-EiweiBkomplex unterlegen, denn die mit 
Thrombokinase erreichbaren Aktivierungszeiten kénnen mit Benzol- 
extrakt nicht erreicht werden. Auch dies scheint uns durch die gréBere 
Aktivierungsleistung des Lipoid-EiweiBkomplexes im Vergleich zum 
freien Lipoid erklarlich. 

Die leichte Atherextrahierbarkeit der gerinnungsaktiven Plasma. 
lipoide und die schwere Atherextrahierbarkeit der gerinnungsaktiven 
Lungenlipoide scheint uns ein Hinweis fiir die Verschiedenheit «er 
aktiven Lipoide zu sein. Auch dieser Befund spricht fiir die unspezifische 
Art der Prothrombinaktivierung. 


Experimenteller Teil. 
A. Angewandte Lésungen. 


Wir verwendeten Oxalatplasma, Magnesiumsulfatplasma, Thrombin, 
Prothrombin, ads. Oxalatplasma und Thrombokinaselésung aus ge 


1 Diese Zeitschr. 299, 437, 1938, 
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kochter Lunge. Die genaue Herstellung 
dieser Substrate haben wir ausfiihrlich be- 
schrieben in einer friiheren Arbeit!. 


B. Angewandte Methodik. 


1. Extraktion der Plasmen und der 
Thrombokinasen. 


Die Extraktion geschah in einem Ex- 
traktionsapparat tiblicher Herstellung. Das 
Lésungsmittel wurde durch Wasser zum 
Sieden gebracht. 

Die Bestimmung des Thrombingehalts, 
der prothrombinaktivierenden Wirkung und 
der Thrombokinaseaktivitaét wurde ebenfalls 
in der gleichen Weise durchgefiithrt, wie wir 
das in einer fritheren Arbeit beschrieben 
haben. [Dyckerhoff u. Marz (1. c.), und zwar 
S. 116 ff.] 

Wir verwendeten folgenden Versuchs- 
ansatz: 


a) 2cem Oxalatplasma + 1 mg Ca mit Zusatz 
und Wasser auf 4ccm aufgefiillt. 
2ccm MgSO,-Plasma + 1 mg Ca + 0,5 ecm 
der auf Thrombokinasegehalt zu _ unter- 
suchenden Lésung. 
0,5cem Prothrombin + 0,l mg Ca + ver- 
schiedene Mengen Thrombokinase. In an- 
deren Fallen 0,1 cem Prothrombin. 


C. Versuchsergebnisse. 

Tabelle I zeigt, daB die Atherextraktion 
die Gerinnungsfahigkeit des Oxalatplasmas 
mit Ca stark verlaingert. Es kann sich hier 
nicht um eine Fermentzerstérung handeln, 
weil ja die Gerinnungszeiten des Oxalat- 
plasmas bei Ca- und Thrombokinasezusatz 
weitgehend normal bleiben. Das Fibrinogen 
scheint in seiner Gerinnungsfahigkeit ge- 
schadigt worden zu sein, was aus der Ver- 
langerung der durch Thrombinzusatz er- 
haltenen Gerinnungszeiten hervorgeht. Bei 


1 Dyckerhoff u. Marx, diese Zeitschr. 313, 
107, 1942, und zwar S. 113ff. 


Extraktion von Oxalatplasma mit Ather. 


Tabelle I. 
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langerer Extraktion wird dann das Prothrombin auch erheblich ge 
schadigt und die Fibrinogenzerstérung nimmt weiter zu. Zusammen. 
fassend ist jedoch ersichtlich, daB die Entfernung von atherléslichen 
Stoffen erfolgen kann ohne wesentliche Zerstérung anderer Gerinnungs. 
komponenten. 


Tabelle I]. Gerinnungszeit eines vorbehandelten Oxalatplasmas 
nach Zusatz von Plasma-Atherextrakt. 





Plasma A Plasma B Plasma C 


Gerinnungszeit nach Zusatz Gerinnungszeit nach Zusatz || Gerinnungszeit nach Zusatz 
von von von 


— 
é Ca + Ca + Ca + Ca + : Ca + Ca + 
Ca Thrombo- | Ather- Ca Thrombo- | Ather- Ca Thrombo- | Ather- 

kinase extrakt kinase extrakt kinase extrakt 


6'30”| 1°30" 4°30"! 8'30”| 1°35” |6'10"| 19°30" 140" | 8°40" 





Plasma A: Unbehandeltes Oxalatplasma. Plasma B: Das Plasma 
wurde 3 Stunden im Soxhlet mit Ather extrahiert. Plasma C: Das Plasma 
wurde ebenso 3 Stunden mit Ather extrahiert. 


Tabelle IT zeigt wiederum, daB die Plasmen durch Extraktion nur 
Thrombokinase verloren haben, da ja normale Gerinnungszeit mit 
Thrombokinase wieder hergestellt werden kann. Die atherléslichen 
Substanzen aktivieren jedoch nur schwach. Dies kann man natiirlich 
auf eine Zerstérung der Lipoide zuriickfiihren, die ja mehrere Stunden 
in siedendem Ather zugebracht haben. Im folgenden geben wir iiber- 
schlagsmaBig die Mengen extrahierter Substanzen an, die aus 70 ccm 
Plasma gewonnen wurden. Nach 2 Stunden Extraktion etwa 60 mg 
und nach vierstiindiger Extraktion etwa 75 mg. 


Extraktion der Plasmen mit Benzol. 


Die Extraktion der Plasmen mit Benzol zeigte, daB schon nach 
2 Stunden Extraktionszeit das gesamte Gerinnungssystem schwer 
gelitten hat. Nicht nur durch Ca-Zusatz war keine Gerinnung mehr 
zu erzielen, sondern auch Thrombokinase- und Thrombinzusatz erwies 
sich als wirkungslos. 


Wir haben nun einen Lungenextrakt, der thrombokinatisch hoch- 
wirksam war, mit Ather extrahiert. 


Tabelle III zeigt, daB zehnstiindige Extraktion mit Ather die 
Thrombokinase nur unwesentlich schwacht. In Tabelle IIT lieBen wir 
0,5 cem der extrahierten Thrombokinase auf MgS O,-Plasma einwirken. 
Zur Aktivierung von 0,5cem Prothrombinlésung setzten wir jeweils 
1 mg Ca und 0,1 cem Thrombokinaselésung zu. 
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Tabelle III. Extraktion einer Thrombokinaselésung mit Ather. 





Gerinnungseffekt der Thrombokinase gegeniiber 


a. coe o,f DERE Renae aetna mee ee arr eine : re 
zeit in Std. Mg 8 0,-Plasma Prothrombin + Ca nach Std. Aktivierung 
+ Ca 4 


0 1/y 2 


1’ 50" 1’ 15” 14” i 
1 46 1 30 16 12 
1 35 1 35 12 10 
1 32 1 29 14 1] 
2 30 1 53 22 18 
2 05 2 05 21 16 
2 10 2 40 50 31 








Tabelle IV. Extraktion einer Thrombokinaselésung mit Benzol. 





Aktivierungseffekt der Thrombokinase gegeniiber 








Prothrombin + Ca 
Prothrombin + Ca ‘ ; 
MgS80,-Plasma 4 ont + 0,3 ccm Benzol- 

Extraktionszeit Z5U4 nach eee extrakt nach Akti- 
nach Std. . vierungszeit in Std. 





0 1/, 


2°86"! 1°36” | 1°40" 11°46") 17”, 10"|/1°20"| 20” 
| 840 | 910 | 8: 15 | 9 110! 18 
|17 40 | 17 30 220 30 240 1'10 
}24 30 | 2110 2 236 2% 386 1 05 
|33 00 | 22 00 730 50 5 60 350 


Tabelle IV zeigt, daB die Wirksamkeit gegen MgSO,-Plasma 
erheblich zuriickgeht, wahrend die Wirksamkeit gegen Prothrombin 
im wesentlichen in den ersten Stunden erhalten blieb. Die letzte Spalte 
zeigt, daB der Benzolextrakt den Wirkungsverlust, den die Thrombo- 
kinase durch die Benzolextraktion erlitten hat, im wesentlichen aus- 
zugleichen vermag, waihrend gegentiber Mg S O,-Plasma sich der Benzol- 
extrakt nicht als wirksamer erwies wie das reine Benzol. Der quali- 
tative Phosphorsiurenachweis in allen Untersuchungen war positiv. 
In Kontrollversuchen wurde festgestellt, daB die Aktivierungswirkung 
des Benzolextraktes die Aktivierungswirkung gleicher Mengen des 
Lésungsmittels gegeniiber Prothrombin + Ca weit iibersteigt. 


Wir haben nun das Aktivierungsvermégen von Benzolextrakten 
festgestellt, einmal gegeniiber MgSO,-Plasma + Ca + extraktions- 
geschwachte Thrombokinase und andererseits gegeniiber Prothrombin 
+ Ca. 


Tabelle V zeigt, daf der Benzolextrakt mehr und mehr aktivierende 
Substanz aufnimmt und nach vierstiindiger Extraktion iiber gut akti- 
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Tabelle V. 
Aktivierungswirkung des Benzolextrakts aus Thrombokinase. 





Aktivierungseffekt gegen | Aktivierungseffekt gegen 
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vierende Wirkung verfiigt. Der kleine Aktivierungseffekt, der dem 
Lésungsmittel selbst zuzuschreiben ist, kann bei dieser Betrachtung 
vernachlassigt werden. 


Zusammenfassung, 


1. Durch Atherextraktion kann dem Oxalatplasma ein gerinnungs- 
aktives Lipoid entzogen werden. Durch Thrombokinasezusatz abt 
sich die urspriingliche Gerinnungsfihigkeit des Plasmas wieder her- 
stellen. 

Benzolextraktion zerstért das Gerinnungssystem des Plasmas. 

Das atherlésliche Lipoid ist nur wenig gerinnungswirksam. 

2. Das gerinnungsaktive Lipoid der Lungenthrombokinase 1abt 
sich durch Ather nicht extrahieren. 

Durch Benzolextraktion wird der Thrombokinase ein Lipoid ent- 
zogen, welches schwach gerinnungsaktiv ist. Durch Vereinigung von 
extrahierter Thrombokinase mit Benzolextrakt erhalt man eine Mischung, 
deren Gerinnungsaktivitat der der unbehandelten Thrombokinase nur 
wenig nachsteht. 

3. Die oben erwihnten Befunde stiitzen die Auffassung von Borde! 
und Howell, nach der die Thrombokinase als Lipoid-Eiwei8-Verbindung 
anzusprechen ist. 

4. Das verschiedene Verhalten von Plasma- und Lungenlipoid 
gegen Benzol und Ather machen es wahrscheinlich, daB im Plasma 
und in der Lunge verschiedene gerinnungsaktive Lipoide wirksam sind. 





